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1. 緒 言 
 肉腫は、骨、軟骨、脂肪、筋肉、血管等と言った非上皮性細胞由来の結合組織・筋組
織・神経組織細胞に発生するがんである。悪性腫瘍には含まれるが、狭義のがん腫とは
区別される。国内での軟部肉腫の罹患率は十万人に 3.6 人、骨肉腫は 1 人と稀である一
方、その組織型は 50 以上に分類されており、このことが治療法開発の遅れの一因とな
っている。発症年齢も種類により異なっており、例えば粘液線維肉腫や平滑筋肉腫は高
齢者に多く、脂肪肉腫や線維肉腫は中年から高年齢者に、滑膜肉腫や悪性抹消神経鞘腫
瘍は若年齢者に、そして横紋筋肉腫や骨肉腫は小児に多くみられる肉腫である。主な治
療法は外科治療で、手術が適応できない場合や転移を有する場合は化学療法が施行され
る。約 10%の肉腫患者において転移が見られ、そのうち 83%が肺組織への転移であり、
軟部組織や肝臓、皮膚への転移は稀とされる(1,2)。このように様々な組織型を示す肉腫
だが、化学療法に対する感受性および組織形態学的な違いから「円形細胞肉腫」と「非
円形細胞肉腫」の二つの型に分類され、それぞれ治療法が選択される。前者は小円形の
細胞から成る肉腫であるが、ドキソルビシンやイフォスファミドなどの抗がん剤の効果
が期待できるため、化学療法と手術を組み合わせた集学的治療を行う。後者の治療は手
術が基本であり化学療法は補助的に使用されるが、手術が適用できない場合の治療法は
確立されていない。 
肉腫の治療薬としては、ドキソルビシンを中心とした化学療法剤の他、近年適応とな
ったパゾパニブ、トラベクテジン、エリブリンおよびオララツマブ（ドキソルビシンと
の併用で米国において承認。国内では未承認）が使用可能である。パゾパニブは国内で
肉腫に対して 2012 年に承認された唯一の分子標的薬で、VEGFR、PDGFR、FGFR の
阻害による血管新生阻害が主な作用機序である(3)。トラベクテジンはホヤから単離さ
れた抗腫瘍活性物質であり、粘液型脂肪肉腫や平滑筋肉腫に対して有効性が示されたこ
とで承認された薬剤であるが詳しい作用機序は不明で、粘膜性脂肪肉腫においては
FUS-CHOP の転写活性を阻害することで抗腫瘍活性を示したと考えられている(4)。国
内では 2015 年に承認された。エリブリンは乳がん治療薬として使用されている微小管
重合阻害剤で、2016 年に適応拡大された。オララツマブは 2016 年にドキソルビシン
との併用で全生存期間を延長させたため承認された抗 PDGFR 抗体である。 
このように、近年になり肉腫に対する新しい治療薬が承認されているが、がん腫と比
較すると選択できる標準療法の種類は少ない。また新しい薬剤の他、他のがん腫におい
て使用されているドセタキセルやエピルビシンのような化学療法の肉腫への適応拡大
も検討されているが、ドキソルビシンと比較するとその効果は限定的である(5,6)。こう
した問題から、近年新たな治療法の開発にむけ遺伝的背景による肉腫の分類が試みられ
ている。 
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 遺伝的背景により肉腫は大きく二つに分類される。一つは、単一の融合遺伝子により
発生した肉腫であり、例えば EWSR1-FLI1 を有するユーイング肉腫(7)や SS18-SSX を
有する滑膜肉腫(8)がある。EWSR1-FLI1 は異常な転写因子として機能するものと考え
られており、EWSR1-FLI1 の融合部分に結合するように設計された EWSR1-FLI1 特
異的なアンチセンスオリゴや shRNAによるノックダウンによりユーイング肉腫細胞株
の増殖抑制がみられた(9,10)。また SS18-SSX はポリコーム遺伝子の阻害により転写制
御に関与することが報告されており(11,12)、SS18-SSX の shRNA によるノックダウン
により滑膜肉腫の細胞株で細胞増殖の抑制とアポトーシスの誘導が観察されている
(13)。これらの肉腫に対しては、融合遺伝子を標的とした治療薬の開発が行われており
(14)、またユーイング肉腫に対しては IGF-1Rやオーロラキナーゼなどの EWSR1-FLI1
によって転写制御をうける因子が治療の標的として注目されている(15,16)。もう一つ
は遺伝子変異、遺伝子増幅を含めた複数の遺伝的要因により発生する肉腫である。例え
ば子宮平滑筋肉腫においては、MED12 遺伝子の機能獲得性変異が高い頻度で報告され
ており(17)、発症原因の一つとして考えられている。また一部の平滑筋肉腫では、
MYOCD の増幅が認められており発症との関係が考えられている(18)。多くの場合細胞
周期の異常を伴うことが知られているが、具体的な因子については探索が進められてい
るところである(19)。 
 治療薬の探索方法の一つとして、細胞株パネルによるスクリーニング試験がある。も
っともよく知られている細胞株パネルは、1980 年代後半に米国国立癌研究所（NCI）
の確立したNCI-60 で、これは 9 種 60 のがん細胞株より構成されたパネルである(20)。
化合物の作用機序解明やがんの分子メカニズムの解明を目的として、これまでに企業・
アカデミア所有の 10 万を超える化合物がスクリーニングされた。矢守らはこの規模を
小さくし日本人に多い胃がん細胞株を新たに加え、細胞株の遺伝子変異情報や mRNA
の発現情報と比較解析が可能な細胞株パネル JFCR39 を確立した(21)。 
細胞パネルのメリットは主に三つある。まず、パネルを用いたスクリーニング試験に
より複数の細胞株に対する、化合物の増殖阻害活性を同時に確認することが可能である。
次に、試験により得られた化合物の各細胞株に対する増殖阻害活性のスペクトルが、同
じ作用機序の化合物同士で類似したパターンを示すことから、既知の作用機序のリファ
レンス化合物のデータと比較することで、作用機序探索が可能である。そして三つ目は、
増殖阻害活性と遺伝子変異情報や mRNA 発現情報を比較することで、化合物の感受性
のバイオマーカーを探索することができる点である。 
JFCR39 は、9 種 39 細胞株により構成される細胞株パネルである。このパネルを用
いてスルホローダミン B アッセイ(22)によるスクリーニング試験を実施し、これまでに
様々な化学療法剤や阻害剤の増殖阻害活性のデータを収集している。39 細胞株に対す
る 50%増殖阻害濃度（GI50値）のデータの平均値から、細胞株ごとの GI50値を比較し
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たグラフを作成することで（図 1）、薬剤の抗腫瘍スペクトルを把握することができる。
このグラフはフィンガープリントと呼ばれ、矢守らのグループはこれまでに六千以上に
およぶ化合物のフィンガープリントのデータベースを作成した。この細胞株パネルによ
り、カンプトテシン誘導体の同定(23)や世界初の経口投与可能な PI3 キナーゼ阻害剤
ZSTK474 などがこれまでに同定されている(24)。 
NCI はまた、肉腫細胞株で構成される肉腫細胞株パネルを確立し、増殖阻害活性デー
タを mRNA や microRNA の発現データととともに一般に公開している。これまでに得
られたデータから NCI のグループは、オーロラキナーゼ阻害剤がユーイング肉腫や滑
膜肉腫に対して有効であることや、ALK キナーゼの発現レベルや miR-9 などの
microRNA が IGF-1R 阻害剤の肉腫における感受性のバイオマーカーとなる可能性を
見出している(25)。肉腫は利用可能な細胞株数・種類ががん腫と比べ少なく、NCI では
独自に樹立した細胞株なども合わせてパネルとしているが、今回我々は一般提供されて
いる細胞株 14 株を用いてスクリーニング試験に利用可能なパネルを確立した。そして、
肉腫において有用な治療薬を新たに探索するため、この肉腫細胞株パネルを用いて分子
標的薬の肉腫に対する有効性を検討した。 
図 1. JFCR39 により機能未知の薬剤 X の機序を探索する方法 
一方、近年がん腫の治療標的として、PI3 キナーゼシグナルが注目されている。PI3
キナーゼは構造と基質特異性によりクラスⅠ、Ⅱ、Ⅲに分けられるが、本論文ではクラ
スⅠPI3 キナーゼのことを PI3 キナーゼと呼ぶことにする。 
PI3キナーゼは細胞膜に局在し、ホスファチジルイノシトール4, 5－二リン酸（PIP2）
の 3 位の水酸基をリン酸化して、セカンドメッセンジャーであるホスファチジルイノシ
トール 3, 4, 5－三リン酸（PIP3）を産生し（図 2）、細胞増殖や細胞遊走などに関与す
る。 
PI3 キナーゼは触媒ユニットと調節ユニットで構成されるヘテロダイマーである。触
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媒サブユニットの種類から α、β、γ、δ の 4 つのサブタイプに分類され、α あるいは β
サブタイプのノックアウトマウスでは胎生致死となることが報告されている(26,27)。
各サブタイプの性質と機能について表 1 に簡単にまとめた。がん細胞においては乳がん
や大腸がんなどで α サブタイプの機能獲得型変異が報告されており(28,29)、α サブタイ
プの遺伝子増幅も卵巣がん(30)や子宮頚がん(31)において認められている。また他の 3
つのサブタイプはその過剰発現のみで細胞の形質転換を誘導し(32)、変異は報告されて
いない。α および β サブタイプはすべての細胞において発現が認められている。α サブ
タイプは、細胞の異常増殖(33)、細胞生存(34)、細胞遊走能の上昇、血管新生(35)などに
関与する他、正常組織ではすい臓の β 細胞ではインスリンの分泌に関与するとされる
(33)。β サブタイプもまた、細胞増殖やインスリン感受性、グルコース代謝などに関与
する(36)。一方、γ および δ サブタイプはリンパ系細胞でのみ発現している。γ サブタ
イプは T 細胞の遊走に関与し(37)、δ サブタイプは B 細胞の増殖や T 細胞、好中球の機
能の制御などいずれも免疫機能を制御している(38)。 
図 2. PI3 キナーゼの PIP2のリン酸化反応と、PTEN の PIP3の脱リン酸化反応 
PI3 キナーゼは PIP2の 3 位の水酸基をリン酸化して PIP3を産生し、PTEN は PIP3 
の同じ部分を脱リン酸化することで PIP3産生量を調整している。 
このように PI3 キナーゼの機能は細胞のがん化に強く関わっているため、阻害剤の
開発が行われてきた。1990 年代初めには Wortmannin (39)や LY294002 (40)が報告さ
れていたが、いずれも毒性が強く、また血中動態が悪いため in vivo での有効性を示す
には至らなかった。PI3 キナーゼは脂質キナーゼであるため活性の検出が難しく、方法
も煩雑であり(41)、化合物のスクリーニング系としては適さないため阻害剤の開発が遅
れていた。一方で 2005 年、RNAi 法による PI3 キナーゼ α サブタイプのノックダウン
により、前立腺がん転移モデルマウスにおいて抗腫瘍効果が認められたことから(42)、
抗がん剤の標的として PI3 キナーゼ阻害剤の有効性が再確認された。2000 年代初めは
EGFR 阻害剤ゲフィチニブと、Bcr-Abl 阻害剤イマチニブという二種の分子標的薬の成
功から、分子標的薬への期待が高まり開発が加速し始めた時期であったが、2006 年、
ZSTK474 が世界初の経口投与可能な PI3 キナーゼ阻害剤として矢守、矢口らによって
報告された(24)。 
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図 3. ZSTK474 の抗腫瘍効果、ZSTK474 と LY294002 のフィンガープリントおよび
PI3 キナーゼ阻害活性 
（A）WiDr の腫瘍組織片を移植後 12 日目にマウスを群分けし、それぞれ ZSTK474 を
400 mg/kg/day、コントロールとして同量の 1%HPMC を、それぞれ 6 日間投与 1 日休
薬のスケジュールで 28 日間投与した時のマウスの腫瘍の状態。（B）ZSTK474 および
LY294002 の GI50値によるフィンガープリント（C）ZSTK474 および LY294002 の PI3
キナーゼ阻害活性（文献(24)の Figure 2 および 8 より引用） 
Control ZSTK474
A
B
C
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ZSTK474 は、もともとアロマターゼ阻害剤として合成展開された化合物である
(43,44)。がん細胞による in vitro スクリーニング試験と結腸がん細胞の移植モデルマウ
スにおいて高い抗腫瘍活性を示し（図 3A）、in vivo の試験では体重減少が軽微であっ
た化合物であるが、その作用機序は不明であった。そこで、JFCR39 により作用機序を
検討した結果、LY294002 と類似したフィンガープリントを示したことから ZSTK474
は PI3 キナーゼ阻害剤であることが予測された（図 3B）。ZSTK474 処理による PI3 キ
ナーゼの活性への影響を検討した結果、LY294002 よりも強い PI3 キナーゼ阻害活性を
示したことから（図 3C）、ZSTK474 は PI3 キナーゼ阻害剤として同定された。 
ZSTK474 は、PI3 キナーゼの触媒サブユニットの ATP 結合ポケットに結合すること
でその酵素活性を阻害することが予想されている(24)。In vitro における PI3 キナーゼ
阻害活性試験の結果から、ZSTK474 はすべてのサブタイプの活性を阻害し(45)、機能
獲得型変異体の α サブタイプに対しても阻害活性を示した(46,47)。PI3 キナーゼ以外
の 139 種のキナーゼに対してはほとんど阻害活性を示さないが、これは他のキナーゼ
の ATP 結合ポケットが PI3 キナーゼの ATP 結合ポケットがよりも小さく、ZSTK474
が結合できないからではないかと推測されている(24)。In vivo においては、ZSTK474
は 39 種の固形がん細胞株および 24 種の固形がん細胞移植モデルマウスにおいて抗腫
瘍効果を示し(47)、HIF-1α および VEGF の発現を抑制することで腫瘍内の血管新生を
阻害した(48)。細胞周期に対しては主に G1 期停止（G1 アレスト）を誘導することで増
殖阻害効果を示している(46,49)ものと考えられるが、細胞株によってはアポトーシス
を誘導することも報告されている(24)。この他、これまでに放射線療法(50)や mTOR 阻
害剤ラパマイシン(51)など他の薬剤との併用が検討され、いずれも相乗効果を示した。 
その後、非ラジオアイソトープによる PI3 キナーゼの活性の測定系が確立され(52)、
スクリーニングとしての応用が可能となったため、世界中で数多くの PI3 キナーゼ阻
害剤が開発された。代表的なものを表 2 に示す。PI3 キナーゼ阻害剤の種類は大きく 3
つに分けられる。1 つは、PI3 キナーゼ阻害活性および mTOR 阻害活性の両方を有す
る化合物である。mTOR は、PI3 キナーゼと一部相同する配列を有することから PI3 キ
ナーゼ様キナーゼと呼ばれ、下流シグナルである AKT をリン酸化し活性化させるキナ
ーゼである。もっとも早く臨床試験が実施された BEZ235 はこのタイプである。2 つ目
は、PI3 キナーゼのサブタイプすべての活性を特異的に阻害する化合物で、汎 PI3 キナ
ーゼ阻害剤と呼ばれる。1 つ目よりも、より PI3 キナーゼに対する特異性が高い化合物
であることからよりオフターゲットによる副作用が軽減されるものと期待され、様々な
企業が開発に乗り出した。3 つ目は、汎 PI3 キナーゼ阻害剤よりもさらに特異性を高め
た PI3 キナーゼのサブタイプ特異的な化合物であり、PI3 キナーゼ阻害剤としてはもっ
とも遅くに開発が発表された化合物群で、α サブタイプ、β サブタイプ、γ および δ サ
ブタイプそして δ サブタイプ特異的な化合物がある。このうち δ サブタイプ特異的な阻
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害剤イデラリシブは、単剤の使用で濾胞性 B 細胞性リンパ腫および小細胞性リンパ腫
に、リツキシマブとの併用で慢性リンパ性白血病に対して米国において承認されており、
これが世界初の PI3 キナーゼ阻害薬となっている。 
PI3 キナーゼ阻害剤の臨床開発は長期にわたっており、特に mTOR 阻害活性を持つ
化合物と、汎 PI3 キナーゼ阻害剤においてはまだ承認された化合物はない。抗がん剤の
開発が難航する原因としては主に、既存薬と比較して効果の優位性を示せないこと、お
よび薬剤由来の毒性を制御することができないことの二つが上げられる。これまでに臨
床開発されてきた、主な PI3 キナーゼ阻害剤の第Ⅰ相試験において認められた用量制
限毒性および主な有害事象を表 2 に示した。いずれの化合物においても、悪心、嘔吐、
下痢などの消化器毒性がみられていたが、これは PI3 キナーゼ阻害剤に特徴的な毒性
というわけではなく、広く分子標的薬全般に認められるものであり、制吐剤や止瀉剤な
どである程度制御が可能な副作用である。PI3 キナーゼ α サブタイプが糖代謝に関与し
ていることから有害事象として高血糖が危惧されたが、PI3 キナーゼ・mTOR 阻害剤や
汎 PI3 キナーゼ阻害剤ではほとんど認められず、主に α サブタイプ特異的な阻害剤で
認められている。なおこれらの化合物については、血糖下降薬による血糖値のコントロ
ールを行うことで投与が継続可能となっている。投与量が制限される原因となる肝機能
障害や貧血などの血液毒性は一部の化合物でのみしか認められていないことから、これ
らは当該化合物自体の構造に由来するものと考えられ、PI3 キナーゼ阻害剤においてみ
られる毒性自体は開発の妨げにはなりにくいと考えられる。 
固形がんを対象とした薬の開発においては、既存薬と比較して効果を示せない点が開
発中止の大きな原因の一つであり、分子標的薬を開発する上ではこれを回避するために
開発早期から薬剤に対して感受性である患者を同定するためのバイオマーカーの探索
研究が行われる。PI3 キナーゼ阻害剤に対する感受性のバイオマーカーについても製薬
企業各社が検討を重ねたが、残念ながら未だにバイオマーカーは同定されていない。こ
れまでの in vitro および in vivo における試験の結果から、α サブタイプの機能獲得型
変異や PTEN 機能欠損変異により PI3 キナーゼが活性化していると予想されるがん腫
に対しては PI3 キナーゼ阻害剤が特に有効と考えられ、また、KRAS や BRAF の機能
獲得型変異により PI3 キナーゼ阻害剤に対する感受性が低くなることが報告されてき
た(47)。しかしながら、臨床試験の結果からこれらの変異と薬剤の感受性に有意な関係
は認められてはいない(53)。以上のことから、PI3 キナーゼ阻害剤の開発の成功には、
有効性の指標となるバイオマーカーの同定が鍵となる。 
一方、汎 PI3 キナーゼ阻害剤である ZSTK474 は、米国での第 I 相臨床試験におい
て、肉腫の患者 4 例中 3 例において病勢安定（SD）を示し、またこのうち 2 例におい
て半年以上の SD を示した（図 4）(54)。肉腫患者のみを対象とした PI3 キナーゼ阻害
剤の臨床試験はこれまで行われてはいない。PI3 キナーゼシグナルの活性化は滑膜肉腫
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や平滑筋肉腫などのいくつかの肉腫において報告されている(55-58)。がん腫において
認められる PI3 キナーゼシグナル活性化のための PI3 キナーゼの機能獲得性変異は、
一部の脂肪肉腫において報告され(59,60) 、PTEN の欠損が類上皮肉腫、胞巣型横紋筋
肉腫、骨肉腫、平滑筋肉腫などの約 30%で認められているが、PIK3CA の増幅はまれ
であるとされる(61)。このほか、PI3 キナーゼシグナル上流の PDGFR の過剰発現が
様々な肉腫において認められている(61)。これまで肉腫における PI3 キナーゼ阻害剤の
有効性については、BKM120 がユーイング肉腫や骨肉種、横紋筋肉腫細胞株で in vitro
において増殖抑制およびアポトーシス誘導を示し(62)、ユーイング肉腫細胞移植モデル
マウスにおいて BEZ235 が一定の抗腫瘍効果を示した。以上のことから、肉腫に対す
る PI3 キナーゼ阻害剤の有効性が考えられたが、どの肉腫に対して特に有効であるの
か肉腫における PI3 キナーゼ阻害剤の有効性を網羅的に検討した報告はない。そこで
本研究では、ZSTK474 の様々な肉腫細胞に対する有効性を検討し、有効性の指標とな
るバイオマーカーを探索した。 
 
図 4. ZSTK474 米国第Ⅰ相試験（ZSTK-101）における各投与コホートの被験者の投
薬期間と病勢安定を示した被験者の診断名 
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2. 肉腫細胞株パネルの確立と in vitro 増殖阻害試験 
In vitro での各薬剤の有効性を検討するため、肉腫細胞株パネルの確立を目指した。
肉腫細胞株パネルを用い、Sulforhodamine B（SRB）アッセイによる増殖阻害試験を
実施した。 
2-1. 材料および実験方法 
肉腫細胞株の培養 
肉腫細胞株 10 種 15 株を American Type Culture Collection（ATCC）にて購入し、
表 3 に示す ATCC の推奨培地で培養した。細胞バンク用にストックを作製後、SRB ア
ッセイを実施するため、RPMI1640 培地（5% FBS 添加）に段階的に置き換えて馴化さ
せた。使用した細胞は表 3 に示した。 
SRB アッセイ 
カチオン系キサンテン色素であるスルホローダミン B（SRB）が、静電気的に細胞内
のタンパク質を構成する主要なアミノ酸に結合し、弱酸性状態で濃いピンク色に発色す
ることを利用している。プレート底部に接着した細胞を固定後 SRB によって染色し、
乾燥後、細胞内のアミノ酸に結合した色素を 10 mM トリス溶液によって溶出し、その
溶液の吸光度を比較することで接着細胞つまり薬剤処理後に生存した細胞の量を比較
するアッセイである。 
薬剤処理時の細胞が対数増殖期となるよう検討しておいた細胞数の各肉腫細胞株を
96 ウェルプレートに播種し、5%CO2 インキュベータにて培養した。約 24 時間培養後
に検体を 10-9 M～10-4 M の各濃度で添加し、さらに 48 時間培養した。各薬剤は公比 10
で 5 濃度、2 点測定で検討した。その後、細胞を固定するために 50%トリクロロ酢酸を
添加し冷蔵庫内で 1 時間以上インキュベートして細胞を固定し、細胞をイオン交換水で
洗浄後、0.4%SRB-1%酢酸溶液を添加して 10 分間室温でインキュベートし細胞に含ま
れるタンパク質を染色した。その後、1%酢酸でウェルを洗浄し、プレートを乾燥させ
た。十分に乾燥した後、細胞を染色した色素のみを 10 mM トリス溶液で可溶化し、510 
nm での吸光度を測定した。 
薬剤処理 48 時間のウェルの吸光度から薬剤処理開始時（Time 0）の吸光度を引いた
値を、薬剤未処理のコントロールウェルの吸光度から Time 0 の吸光度を引いた値で割
った値に 100 を掛けることで、コントロールの細胞増殖と比較して薬剤処理の細胞が
どの程度（%）増殖したのか、すなわち 50%増殖阻害濃度（GI50値）を算出した。 
ウエスタンブロット 
肉腫細胞株パネルの 14 細胞株のタンパク質サンプルは、10 mM Tris–HCl （pH 7.4）、
50 mM 塩化ナトリウム、50 mM フッ化ナトリウム、30 mM ピロリン酸ナトリウム、
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50 mM オルトバナジン酸ナトリウム、5 mM EDTA, アプロチニン（100 Kal U/mL）、
1 mM フッ化フェニルメチルスルホニル、0.5%ノニデット P-40、0.1% SDS を含むバ
ッファー（PI バッファー）で回収した。各サンプルは超音波処理後、ビシンコニン酸
（BCA）アッセイ（Thermo Fisher Scientific 社、 Cat. 23227）によりタンパク質濃
度を定量し調整した後にサンプルバッファー（0.22M Tris-HCl (pH6.8)、34.9%グリセ
ロール、7%SDS、0.004%BPB、1.7 mM EDTA、15%2-メルカプトエタノール）を添加
し、95ºC で 5 分間加熱してサンプルの SDS 化を行った。 
各サンプルタンパク質とも、10 μg ずつ 4-20%グラジエントゲル（BIO-RAD 社、
Cat#4561096）にアプライし電気泳動した。トランスブロット® Turbo™ 転写システム
（BIO-RAD 社、1704150J）によってニトロセルロース膜へ転写し、ブロッキング処理後
に一次抗体で 4°C にて一晩インキュベートした。その後、蛍光標識二次抗体で常温にて
1 時間処理し、Odyssey イメージングシステム（LI-COR 社）により蛍光シグナルを検
出した。使用した抗体とその希釈条件は表 4 に示した。 
DNA 抽出・精製 
10 cm ディッシュにサブコンフルエントの状態の各細胞を用意し、DNeasy Blood & 
Tissue Kit (50) (QIAGEN 社, Cat. 69504) を用いて DNA を抽出した。抽出した DNA
は MilliQ 水に溶解し、NanoDrop 1000（Thermo Fisher Scientific 社）で濃度を測定
した。 
その後、1%アガロース-TAE ゲルに 0.3 μg の DNA を流し RNA が分解されているこ
とを確認した。 
遺伝子変異解析（受託試験） 
Ion AmpliSeq Cancer Hotspot Panel v2 を用いて、各肉腫細胞株の有する遺伝子変
異を解析した。本検査は、タカラバイオに外注し、得られた変異情報について解析した。 
Amplicon シークエンシングとは、抽出したゲノム DNA から対象となる遺伝子変異
の Amplicon ライブラリを作製し、これをシークエンシングすることで特定の遺伝子変
異を検出するシステムである。細胞から抽出したゲノム DNA を断片化処理し、両端に
アダプター配列を付加させ、対象となる遺伝子変異のAmpliconライブラリを作製する。
続いてエマルジョン PCR を行うことで片方のアダプターをイオンスフェア粒子に結合
させ、チップ上にあるウェルにこの粒子をセットしてシーケンシングを行う方法である。
ウェルにはヌクレオチドがあらかじめセットされており、シーケンサによりヌクレオチ
ドがライブラリの DNA に取り込まれると水素イオンが発生してウェル内の pH が変化
することから、この変化を測定することで配列を決定する。 
なお、Ion AmpliSeq Cancer Hotspot Panel v2 で確認することのできる変異遺伝子
を表 5 に示す。このパネルでは 50 の遺伝子ゲノム上の変異を網羅的に解析することが
でき、COSMIC データベース（http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic）との照合により、
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COSMIC に登録されているどのアミノ酸配列部分の変異かを特定可能である。ただし、
シークエンシングにより得られる情報がゲノム上のどの塩基の変異という情報のみで
あるため、データベースに登録されていないものについての変異の詳細は不明である。 
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2-2. 結果と考察 
2-2-1. 肉腫細胞株パネルの構築 
様々な種類の肉腫のうち、入手可能な 15 細胞株を ATCC にて購入した。各細胞株は
培養条件が異なるため、パネル試験で用いる RPMI1640 培地（5% FBS 添加）に段階
的に置き換えて馴化させ、肉腫細胞株パネルを構築した。各細胞の形態を図 5 に示す。 
 
図 5. 肉腫細胞株パネルの細胞の形態 
撮影倍率は、100 倍。  
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 次に、使用するこれらの肉腫細胞株よりゲノム DNA を抽出し、変異遺伝子のシーク
エンシングを行った。今回は、表 5 に示す 50 の遺伝子の変異について検出する
Amplicon シークエンシングにより検討した。検出した遺伝子変異のうち、サイレント
変異を除いてまとめたものを表 6 に示す。もっとも頻度が高かったのは p53 の変異で、
これは検討した肉腫細胞株のうち 11 細胞株において認められた。それ以外では HRAS
（H27H）が 8 細胞株で、PDGFR-A の変異が 7 細胞株で、APC の変異および KIT 
（M541L）が 4 細胞株で、BRAF（V600E）が 3 細胞株で、そして NRAS（Q61K）、
NRAS （Q61H）、KRAS（G12V）がそれぞれ 1 細胞株で認められた。 
次に BRAF、KRAS 遺伝子に変異のある細胞株があったため、RAS の下流のシグナ
ルタンパク質の発現レベルをウエスタンブロットにより検討した（図 6A）。リン酸化 S6
（p-S6）（Ser235/236）およびリン酸化 ERK 1/2（p-ERK）（Thr202/Tyr204）は、ほ
とんどの細胞において高い発現が認められ、リン酸化 AKT（p-AKT）も多くの細胞で
発現が認められたが、発現レベルは細胞株によってさまざまであった。リン酸化 MEK 
1/2（p-MEK）（Ser217/221）リン酸化 IGF-1R（p-IGF-1R）（Tyr1135/1136）および IGF-
1R は一部の細胞株でのみ発現しており、IGF-1R は横紋筋肉腫、ユーイング肉腫、骨肉
腫においてやや発現が高い傾向にあった。 
このうち、RAS/RAF/MEK/ERK 経路のタンパク質である p-ERK（Thr202/Tyr204）
と p-MEK（Ser217/221）の発現レベルおよび PI3 キナーゼ経路の下流にある p-AKT
（Ser473）と p-AKT（Thr308）の発現レベルはそれぞれ正の相関関係にあった（未記
載データ）。PTEN タンパク質は SW872、MES-SA および SK-UT-13 細胞株で認めら
れず、これは他のグループでの報告と一致していた(63), (64)。また、それ以外の 2 細胞
株で発現が著しく低かったが、これらの細胞株では特に PTEN の機能不全変異は認め
られていなかった。 
次に、これらシグナル関連タンパク質とその関連遺伝子の変異情報との相関関係を検
討した。その結果、p-ERK（Thr202/Tyr204）と p-MEK（Ser217/221）の発現レベル
はそれぞれ RAS/RAF 経路の遺伝子変異を持つ細胞株の方がそれらの変異を有さない
細胞株と比較して有意に高かった（図 6B、C）。また、PTEN の発現レベルの低いおよ
び発現のみられない細胞株では有意に p-IGF-1R（Tyr1135/1136）の発現レベルが低か
った（図 6D）。一方、p-AKT（Ser473）および p-AKT（Thr308）の発現レベルは PTEN
の発現レベルとは相関していなかった（図 6E、F）。 
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図 6. 各肉腫細胞株の発現している PI3 キナーゼシグナル関連タンパク質と、リン酸
化タンパク質と変異遺伝子の相関関係 
（A）各肉腫細胞株の p-AKT（Ser473）、p-AKT (Thr308)、AKT、p-S6（Ser235/236）、
S6 、 p-IGF-1R (Tyr1135/1136) 、 IGF-1R 、 p-MEK1/2 (Ser217/221) 、 p-ERK 
(Thr202/Tyr204)、PTEN および α-Tubulin の発現量をウエスタンブロットによって検
出した。 
（B-F）上述のリン酸化タンパク質の発現レベルと変異遺伝子の有無の相関関係を比較
した。有意差は Mann-Whitney U test (*, p<0.05)もしくは Welch t test (††, p<0.01)で
検定した。（Oncotarget, 2018, 9 (80), 35141-61 の Figure 1 より一部改変して引用） 
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（考察） 
検討の結果、KRAS、NRAS、BRAF 遺伝子の活性型変異を有する細胞株の方が有さ
ない細胞株と比べて有意に p-ERK（Thr202/Tyr204）および p-MEK（Ser217/221）の
発現レベルが高かったが、これはがん腫における報告と一致している(47)。また、これ
まで滑膜肉腫、平滑筋肉腫などさまざまな種類の肉腫細胞において p-AKT の発現上昇
が報告されているが、本試験で用いた細胞株においても p-AKT（Ser473）が高発現し
ている細胞株が多くみられた。しかしながら興味深いことに、そのシグナルの上流にあ
る PIK3CA 遺伝子の機能獲得型変異はいずれの細胞株においても認められなかった。
また、PI3 キナーゼシグナル活性化のもう一つの要因である PTEN 遺伝子の欠損につ
いて、がん腫では p-AKT（Thr308）の発現量と PTEN 遺伝子欠損に相関があると報告
されている(47)。本パネルの細胞株では PTEN 変異は認められなかったため、ウエスタ
ンブロットにより PTEN の発現量を確認した。類上皮肉腫、胞巣型横紋筋肉腫、骨肉
腫、平滑筋肉腫などの約 30%で PTEN の欠損が認められており、本パネルの細胞株で
これらに該当する MES-SA、SK-UT-1 および SJCRH30 は PTEN の発現がほとんどみ
られなかった。また p-AKT（Ser473）および p-AKT（Thr308）の発現量も高かったこ
とから、これらの細胞株については、PTEN の発現レベルの低下により PI3 キナーゼ
シグナルが活性化していると考えられた。しかしながら、パネルを構成する各肉腫細胞
株の p-AKT（Ser473）の発現量と PTEN の発現量との相関関係を検討したが、明確な
関連はなかった。これらの結果から、がん腫と異なり肉腫細胞においては PTEN 以外
の p-AKT（Ser473）活性化の制御因子、例えば PI3 キナーゼの上流にある IGF-1R な
どの受容体チロシンキナーゼの活性化が原因になっている細胞株ががん腫よりも多い
可能性が考えられた。 
図 6B、E および F において、それぞれ片方の群において外れ値を示した細胞株がみ
られたが、これはいずれも線維肉腫由来細胞株 SW684 であった。SW684 は PTEN を
有し、BRAF および NRAS、KRAS に機能獲得型変異を有していない株であるにもか
かわらず、p-AKT および p-ERK の高い発現が認められた。この細胞株では PIK3CA や
その他の受容体チロシンキナーゼの機能獲得型変異もみられていないが、繊維肉腫の約
30%で PDGFRA の過剰発現が認められている(61)ことから、これによりその下流にあ
る AKT の活性化が誘導されている可能性がある。また遺伝子増幅によりこれらのシグ
ナルが活性化している可能性も考えられたが、肉腫における遺伝子増幅はまれであると
いう報告がある(61)ため、この可能性は低いと思われた。
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2-2-2. SRB 試験の条件検討 
 パネル試験を行うに当たり、各肉腫細胞株の最適播種数を SRB アッセイにより検討
した。がん細胞は、コンフルエントになると増殖速度が低下するため、コンフルエント
にならない条件すなわち対数増殖期の細胞で薬剤の増殖阻害活性を確認する必要があ
る。SRB アッセイによって得られた吸光度のデータは細胞数を反映するため、細胞播
種数を変えて撒いたプレートを播種後 24、48、72 時間の 3 枚用意し吸光度を測定する
ことで、SRB アッセイ時に細胞が対数増殖期であるかどうかを確認できる。細胞によ
って大きさや増殖速度が異なるため、各細胞についてそれぞれの最適播種数を表 7 のよ
うに決定した。この時、平滑筋肉腫細胞株 SK-LMS-1 は細胞同士の接着が強いため各
ウェルに均一に細胞を播種することが難しかったことから、本肉腫パネルには含まない
こととした。結果として、表 3 に示す 10 種 14 細胞株を肉腫細胞株パネルとした。 
2-2-3. 肉腫細胞株パネルを用いた増殖阻害試験 
前述の肉腫細胞株パネルを用いて、SRB アッセイによる増殖阻害試験を実施した。
検討した 24 化合物は、肉腫に対して臨床試験が実施されている低分子標的薬およびま
だ試験の実施されていないゲフィチニブやエベロリムスなどの分子標的薬、ZSTK474
を含めた PI3 キナーゼ阻害剤各種、そして実際に治療に使用されている化学療法剤お
よび臨床試験中の化学療法剤である（表 8）。試験は、すべての化合物に対して 2 回実
施し再現性を検討した。このうち 1 回目の試験の結果を図 7～図 11 に示す。グラフは、
横軸に各薬剤の処理濃度を示している。縦軸に示す増殖率は、薬剤未処理のコントロー
ルウェルにおける Time 0 の吸光度を増殖率 0%、48 時間後のコントロールウェルの吸
光度から Time 0 の吸光度を引いた値を増殖率 100%としている。薬剤処理 48 時間のウ
ェルの吸光度から薬剤処理開始時（Time 0）の吸光度を引いた値から、薬剤処理群の細
胞がコントロールと比べどの程度の増殖率だったのかを示している。 
表 9 で、1 回目の ZSTK474 の試験の結果と、2 回目の各化合物の試験結果を相関係
数の高い順に並べ、2 回の試験の再現性を検討した。その結果、ZSTK474 の 2 回目の
結果との相関が r=0.939 であり、また相関係数の高い化合物はすべて PI3 キナーゼシ
グナルの阻害剤であった。この結果より、本パネル試験の結果は再現性のあるデータで
あることが示された。 
化学療法剤 6 種のうち、プラチナ製剤 2 剤およびイフォスファミドを除くすべてが
強い増殖阻害活性を示した（図 7、8）。ゲムシタビンは SW684 と SW1353 以外のすべ
ての細胞株で強い増殖阻害効果を示した（図 8A）。ドキソルビシンおよびボルテゾミブ
は殺細胞効果が認められた（図 7B、8D）。マルチキナーゼの分子標的薬であるソラフ
ェニブおよびスニチニブは弱い増殖阻害効果が認められ（図 8E、図 9A）、高用量での
み細胞死が認められた。PI3 キナーゼ阻害剤は、すべての細胞株に対し強い増殖阻害効
果を示したが（図 10A-D）、PI3 キナーゼシグナル経路の阻害剤である IGF-1R 阻害剤
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リンシチニブは細胞特異的な増殖阻害活性を示し（図 10E）、mTOR 阻害剤エベロリム
スはすべての細胞株において GI50 値付近の濃度にプロットされなだらかな増殖阻害曲
線を示した（図 9B）。セルメチニブとベムラフェニブは細胞株特異的な増殖阻害効果を
示した（図 9C、E）。 
 
（考察） 
マルチキナーゼ阻害剤であるソラフェニブおよびスニチニブが肉腫細胞株において
高濃度処理時に強い増殖阻害作用を示したが、増殖阻害を示したのは 10 μM 以上とい
う高濃度で処理したウェルであり、また 100 μM の濃度ですべての細胞株において増殖
率がマイナスとなり細胞死が誘導された。このような高濃度域での薬効は、非特異的な
細胞毒性と考えられた。 
エベロリムスは細胞増殖率 50%の付近でなだらかな曲線を示していたが、これは増
殖抑制効果がある程度みられるものの、薬剤の標的ではない他のシグナルが細胞内で機
能しているために完全に増殖を抑えなかったためだと考えられた。 
今回、ZSTK474 の代謝物として ZSTK534、ZSTK778、ZSTK1741 および ZSTK2209
の増殖阻害活性を検討した（図 11）。ZSTK778 は ZSTK474 の約 10 倍の PI3 キナーゼ
阻害活性を示すが、増殖阻害活性もまた同程度であった。ZSTK534 および ZSTK1741
はいずれも ZSTK474 と同程度の PI3 キナーゼ阻害活性を示し、増殖阻害活性も同様で
あった。また ZSTK2209 はほとんど PI3 キナーゼ阻害活性を示さないが、増殖阻害活
性もまた非常に弱かった。以上のことから、ZSTK474 とその類縁体において PI3 キナ
ーゼ阻害活性と肉腫細胞に対する増殖阻害活性は相関している可能性がある。これは、
矢口らの報告(24)と一致する。 
細胞特異的な効果を示した化合物については、遺伝子変異情報とともに検討した結果
を後述する。 
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図 7. 肉腫パネル試験の結果① 
 （A-E）イフォスファミド（A）、ドキソルビシン（B）、カルボプラチン（C）、シス
プラチン（D）およびドセタキセル（E）の増殖曲線を示す。 
（Oncotarget, 2018, 9 (80), 35141-61の Supplementary Figure 1Aより改変して引用） 
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図 8. 肉腫パネル試験の結果② 
 （A-E）ゲムシタビン（A）、イマチニブ（B）、ゲフィチニブ（C）、ボルテゾミブ（D）
およびソラフェニブ（E）の増殖曲線を示す。 
（Oncotarget, 2018, 9 (80), 35141-61の Supplementary Figure 1Bより改変して引用） 
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0 
 
図 9. 肉腫パネル試験の結果③ 
 （A-E）スニチニブ（A）、エベロリムス（B）、セルメチニブ（C）、パゾパニブ（D）
およびベムラフェニブ（E）の増殖曲線を示す。 
（Oncotarget, 2018, 9 (80), 35141-61の Supplementary Figure 1Cより改変して引用） 
  
B
C
D
E
A
P
e
rc
e
n
ta
g
e
 g
ro
w
th
P
e
rc
e
n
ta
g
e
 g
ro
w
th
P
e
rc
e
n
ta
g
e
 g
ro
w
th
P
e
rc
e
n
ta
g
e
 g
ro
w
th
P
e
rc
e
n
ta
g
e
 g
ro
w
th
-50
0
50
100
150
1E-08 1E-07 1E-06 1E-05 1E-04
HT-1080
SW 684
GCT
SW 872
-50
0
50
100
150
1E-08 1E-07 1E-06 1E-05 1E-04
HOS
KHOS-240S
Saos-2
-50
0
50
100
150
1E-08 1E-07 1E-06 1E-05 1E-04
SK-UT-1
MES-SA
SJCRH30
RD
-50
0
50
100
150
1E-08 1E-07 1E-06 1E-05 1E-04
SW 982
SW 1353
RD-ES
-50
0
50
100
150
1E-09 1E-08 1E-07 1E-06 1E-05
HT-1080
SW 684
GCT
SW 872 -50
0
50
100
150
1E-09 1E-08 1E-07 1E-06 1E-05
HOS
KHOS-240S
Saos-2
-50
0
50
100
150
1E-09 1E-08 1E-07 1E-06 1E-05
SK-UT-1
MES-SA
SJCRH30
RD
-50
0
50
100
150
1E-09 1E-08 1E-07 1E-06 1E-05
SW 982
SW 1353
RD-ES
-50
0
50
100
150
1E-08 1E-07 1E-06 1E-05 1E-04
HT-1080
SW 684
GCT
SW 872 -50
0
50
100
150
1E-08 1E-07 1E-06 1E-05 1E-04
HOS
KHOS-240S
Saos-2
-50
0
50
100
150
1E-08 1E-07 1E-06 1E-05 1E-04
SK-UT-1
MES-SA
SJCRH30
RD
-50
0
50
100
150
1E-08 1E-07 1E-06 1E-05 1E-04
SW 982
SW 1353
RD-ES
-50
0
50
100
150
1E-08 1E-07 1E-06 1E-05 1E-04
HT-1080
SW 684
GCT
SW 872
-50
0
50
100
150
1E-08 1E-07 1E-06 1E-05 1E-04
HOS
KHOS-240S
Saos-2
-50
0
50
100
150
1E-08 1E-07 1E-06 1E-05 1E-04
SK-UT-1
MES-SA
SJCRH30
RD
-50
0
50
100
150
1E-08 1E-07 1E-06 1E-05 1E-04
SW 982
SW 1353
RD-ES
-50
0
50
100
150
1E-08 1E-07 1E-06 1E-05 1E-04
HT-1080
SW 684
GCT
SW 872
-50
0
50
100
150
1E-08 1E-07 1E-06 1E-05 1E-04
HOS
KHOS-240S
Saos-2
-50
0
50
100
150
1E-08 1E-07 1E-06 1E-05 1E-04
SK-UT-1
MES-SA
SJCRH30
RD
-50
0
50
100
150
1E-08 1E-07 1E-06 1E-05 1E-04
SW 982
SW 1353
RD-ES
Sample concentration (μM) Sample concentration (μM) Sample concentration (μM) Sample concentration (μM)
  
21 
 
 
図 10. 肉腫パネル試験の結果④ 
 （A-E）ZSTK474（A）、ピクチリシブ（B）、ブパルリシブ（C）、アルペリシブ（D）
およびリンシチニブ（E）の増殖曲線を示す。 
（Oncotarget, 2018, 9 (80), 35141-61 の Supplementary Figure 1D より改変して引用）  
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図 11. 肉腫パネル試験の結果⑤ 
 （A-D）ZSTK474 の代謝物である ZSTK534（A）、ZSTK778（B）、ZSTK1741（C）
および ZSTK2209（D）の増殖曲線を示す。 
（Oncotarget, 2018, 9 (80), 35141-61の Supplementary Figure 1Eより改変して引用） 
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2-2-4. 試験結果のクラスター解析 
 次に、パネル試験から得られた各化合物の、各細胞に対する感受性のデータ（GI50値）
を元に化合物のクラスター解析を行った。図 12 はその結果を示す。縦一列が 1 化合物
1 試験分の増殖阻害活性のデータを示し、低感受性ほど緑色に、高感受性ほど赤色に染
め分けられている。まず解析の結果、同じ化合物の 2 回の試験のデータはほぼ隣接した
階層に分類されていたこと、そして同じ作用機序であるシスプラチンとカルボプラチン
が近接した階層に分類されていたことから、実施された 2 回の試験の精度に問題がなか
ったことが確認された。また、平滑筋肉腫由来の SK-UT-1 および MES-SA が隣同士
に、骨肉腫由来の HOS およびその形質転換した株である KHOS-240S が隣同士に分類
された。一方で、同じ骨肉腫組織由来の HOS と Saos-2、もしくは線維肉腫由来の HT-
1080 と SW684 は異なるグループに分類された。 
 化合物の分類について検討したところ、まず試験した 24 化合物は大きく二つのグル
ープに分類された。一つは PI3 キナーゼシグナルの阻害剤、もう一つはそれ以外の薬剤
である。分子標的薬であるスニチニブなどのマルチキナーゼ阻害剤やベムラフェニブな
どの非マルチキナーゼ阻害剤は、化学療法剤と同じグループに分類された。このことか
ら PI3 キナーゼシグナル阻害剤は、従来の化学療法剤や分子標的薬とは異なる性質を
持つことが示唆された。 
 同じ PI3 キナーゼシグナル経路の阻害剤でも、リンシチニブやエベロリムスは汎 PI3
キナーゼ阻害剤とは少し離れたグループに分類された。汎 PI3 キナーゼ阻害剤におい
ても、ZSTK474 およびその代謝物とピクチリシブはブパルリシブとはやや性質が異な
り、また PI3 キナーゼ α 特異的阻害剤アルペリシブは汎 PI3 キナーゼ阻害剤とやや性
質が異なることが示唆された。 
化学療法剤と同じグループに分類された非マルチキナーゼ阻害剤のベムラフェニブ、
セルメチニブおよびゲフィチニブは、化学療法剤とは異なる小グループを形成していた。
ボルテゾミブもまた、化学療法剤とは異なるグループに分類された。一方、増殖阻害効
果の弱かったマルチキナーゼ阻害剤ソラフェニブとスニチニブは、2 回の試験結果が隣
同士に分類されず、また化学療法剤と近接して分類された。 
プロドラッグでありどの細胞株に対しても増殖阻害活性を示さなかったイフォスフ
ァミドは PI3 キナーゼシグナル阻害剤のグループに分類された。 
（考察） 
今回、細胞株についてもクラスター分類を行ったが、骨肉腫由来の HOS およびその
形質転換株である KHOS-240S が隣同士の階層に分類されたことから、細胞株のクラ
スター分類からみた試験の精度にも問題がないと考えられた。MES-SA は子宮肉腫と
して ATCC に登録されているが、WHO の定める分類では子宮肉腫という分類はない。
一方で平滑筋肉腫 SK-UT-1 と同じ階層に分類されていることから、MES-SA は子宮平
滑筋肉腫細胞株である可能性がある。また、今回同じ線維肉腫細胞として HT-1080 と
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SW684 が、骨肉腫細胞として HOS と Saos-2 がそれぞれ異なるグループに分類され
た。肉腫は同じ線維肉腫にも複数の種類があるため、この結果はこうした肉腫の複雑な
形質を表していると思われた。 
 各薬剤の in vitro 増殖阻害活性（GI50値）によるクラスター分類の結果から、PI3 キ
ナーゼシグナル阻害剤は既存の化学療法剤や分子標的薬とは異なる一つの大きなグル
ープに分類されていた。このグループには、同じ分子標的薬剤であるセルメチニブやベ
ムラフェニブなどは含まれておらず、この結果から PI3 キナーゼシグナル阻害剤は既
存の薬剤とは全く異なる性質であることが示唆された。このことから、既存の薬剤が有
効でない患者に対しても PI3 キナーゼシグナル阻害剤は肉腫に対する増殖阻害効果が
期待された。一方、同じ PI3 キナーゼシグナル阻害剤においても、エベロリムス（mTOR
阻害剤）やリンシチニブ（IGF-1R 阻害剤）は、グループの中でも外れたクラスターに
位置しており、PI3 キナーゼ阻害剤とはやや異なる性質であることが考えられた。また、
イフォスファミドが PI3 キナーゼシグナル阻害剤と同じグループに属しているが、こ
れはイフォスファミドが体内で活性化されることで作用するため in vitro における今
回の試験では、ほとんど増殖阻害効果を示さなかったことから、すべての細胞株に有効
であった PI3 キナーゼ阻害剤と同じ特徴のある化合物として分類されたものと思われ
る。 
 分子標的薬であるセルメチニブ（MEK 阻害剤）および BRAF 阻害剤（ベムラフェニ
ブ）は、PI3 キナーゼシグナル阻害剤とは異なるグループに分類されたが、既存の化学
療法剤とは異なるグループであったことから、化学療法耐性となった患者に対して効果
が期待される。 
 ソラフェニブの 2 回の試験結果はクラスター解析において離れた位置に分類された
が、これはソラフェニブが VEGFR、PDGFR に対する阻害により血管新生阻害を示す
ものの、腫瘍細胞に対する増殖阻害活性が低いため、阻害活性のパターンが明確でなく
分類が正確に行われなかったためと考えられた。そのままでは増殖阻害活性を示さない
イフォスファミドについても同様に正確な分類となりにくいが、NCI60 や JFCR39 に
おいて試験経験があり様々な細胞株においてデータが蓄積されていることから、こうし
た増殖阻害活性の弱い化合物についてもデータを収集し参考情報として分類する必要
はあると思われた。 
今回、パゾパニブは化学療法剤と同じグループに分類されたが、これはパゾパニブの
増殖阻害効果が血管新生阻害作用によるものであり、腫瘍細胞への直接的な作用による
ものではないことから他の分子標的薬と異なるグループに分類されたものと考えられ
た。 
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図 12. GI50値を元にした各化合物のクラスター分類の結果 
各細胞株に対する GI50 値から各化合物のクラスター分類を実施した。カラーバーは
任意の数字を設定したものである。0 は、薬剤の細胞間における GI50 値の平均値を示
す。（Oncotarget, 2018, 9 (80), 35141-61 の Figure 2 より一部改変して引用） 
2-2-5. 肉腫細胞に対する各化合物の増殖阻害活性とシグナル関連タンパク質の発現
量との関連 
 分子標的薬の開発において、感受性の指標となるバイオマーカーの同定は開発成功の
鍵となる。そこでクラスター解析により従来の化学療法剤とは異なるクラスターに分類
された PI3 キナーゼシグナルの阻害剤の他、それ以外の分子標的薬の肉腫細胞に対す
る感受性と、各肉腫細胞のシグナル関連タンパク質の発現量とを比較しバイオマーカー
となりうる標的を検討した（表 10 および図 13）。 
比較の結果、ベムラフェニブ、スニチニブの増殖阻害効果はそれぞれ p-AKT（Thr308）
と、パゾパニブの増殖阻害効果は p-AKT（Ser473）および p-AKT（Thr308）とやや正
の相関がみられた。イマチニブは p-ERK（Tyr202/204）と正の相関を、セルメチニブ
は p-MEK（Ser217/221）と負の相関を、リンシチニブは p-IGF-1R（Tyr1135/1136）
と負の相関を示した。一方、PI3 キナーゼ阻害剤の増殖阻害活性はどのシグナル関連タ
ンパク質とも相関を示さなかった。また念のため化学療法剤とも比較をしたが、ほとん
どの化学療法剤の増殖阻害効果はこれらのシグナル関連タンパク質の発現量とは関係
がなく、ドセタキセルのみが p-AKT（Thr308）とやや相関がみられた。 
（考察） 
 イマチニブは Bcr-Abl を有した慢性骨髄性白血病に対する治療薬だが、c-KIT に対す
る阻害活性も持つことから、c-KIT 陽性の消化管間質腫瘍に対しても使用される。本検
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討から、p-ERK（Tyr202/204）の発現量が高いほど、イマチニブが効きにくい傾向にあ
ることが示唆された。イマチニブの耐性には Lyn/ERK 経路の活性化が関与すると考え
られており、イマチニブ処理により p-ERK の発現が上昇するネガティブフィードバッ
クが起きるという報告がある(65)。このため、肉腫においても ERK 経路の活性化はイ
マチニブの有効性の指標となる可能性が示唆されたが、イマチニブの増殖阻害活性はい
ずれの肉腫細胞株に対しても低かったため、解析結果の信頼性に問題があると思われた。
細胞株数も少ない結果のため、今後は細胞株をさらに増やして再解析を行うつもりであ
る。 
 p-MEK（Ser217/221）とセルメチニブに対する感受性は負の相関がみられた。BRAF
変異により MEK 経路が活性化しているがん腫において、MEK 阻害剤が効きやすいと
いう報告があった(66)ことから、肉腫においても同様の傾向があるものと考えられた。 
ドセタキセルの増殖阻害活性と p-AKT（Ser308）と間にもやや相関がみられた。が
ん腫において、PI3 キナーゼ阻害剤による p-AKT の発現量低下により、タキソールに
対する感受性が上昇するという報告がある(67)ことから、タキサン系の薬剤に対する感
受性は p-AKT の発現量と関係している可能性が考えられた。 
PI3キナーゼ阻害剤と同じグループに分類された IGF-1R阻害剤リンシチニブの増殖
阻害活性が、p-IGF-1R の発現レベルと相関した。ユーイング肉腫や骨肉腫、横紋筋肉
腫において、IGF-1R シグナルが活性化しており(68-70)、IGF-1R 阻害剤の有効性が報
告されている(71-73)。この IGF-1Rはユーイング肉腫に認められる融合遺伝子EWSR1-
FLI1 によって転写制御をうけ、EWSR1-FLI-1 による線維芽細胞の形質転換には IGF-
1R 発現が重要とされる(74)。また抗 IGF-1R 抗体は、ユーイング肉腫細胞株において
有効性を示した(75)。以上のことから抗 IGF-1R 抗体のユーイング肉腫への有用性が期
待されたが、臨床試験において一部の抗 IGF-1R 抗体がユーイング肉腫の被験者におい
て完全寛解や部分寛解を示した一方で、多くの抗 IGF-1R 抗体は弱い抗腫瘍効果しか示
さなかった(76-78)。こうした臨床試験の結果から、IGF-1R シグナルの活性化が抗 IGF-
1R 抗体の有効性の指標となるか、あるいは単なる予後不良因子なのかについてはまだ
結論が出ていない。今回の検討で、p-IGF-1R の発現レベルが高いほどリンシチニブに
対する感受性は高かったことが示されたが、p-IGF-1R の発現レベルを臨床検体にて測
定し感受性を判定する方法は、現在の臨床の現場では実用的ではない。IGF-1R 阻害に
よるユーイング肉腫治療の有効性については、今後 IGF-1R シグナルの活性化レベルの
指標となるマーカー遺伝子が特定されることでより詳細な検討がなされるものと期待
される。 
また、解析の結果、肉腫細胞株においては p-IGF-1R の発現レベルが PTEN の発現
レベルの高い細胞株において有意に高くなっていた。IGF-1R の活性化を示す p-IGF-
1R の発現上昇により、下流にある PI3 キナーゼが活性化することが予想されるが、こ
れを制御するために、PI3 キナーゼと逆の働きをする PTEN の発現が上昇した可能性
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が考えられた。PTEN ネガティブのメラノーマにおいて、IGF-1R を仲介とした治療に
対する抵抗性が認められたという報告もある(79)ことから、PTENの有無は肉腫の IGF-
1R 阻害治療におけるバイオマーカーの候補の一つになりうる可能性が考えられた。ま
た前述した EWSR1-FLI1 と IGF-1R との関係から、ユーイング肉腫における EWSR1-
FLI1 と PTEN、もしくは IGF-1R と PTEN の関係性について考えられたが、これまで
に報告はない。ユーイング肉腫における PTEN の関与については報告があるが(80)、
PTEN 欠損はユーイング肉腫の形成に必須というわけではないことが示されている。
この報告では、ユーイング肉腫細胞株における PTEN と p-AKT（Ser473）の発現レベ
ルを検討しているが、PTEN 欠損株において明らかな p-AKT の上昇が認められていた。
この報告では IGF-1R の活性化レベルについては報告されていないが、こうした PTEN
欠損のユーイング肉腫では IGF-1R を標的とした治療が効きにくい可能性が考えられ
る。 
PI3 キナーゼ阻害剤が広く有効である理由の一つとして、PI3 キナーゼ以外の原因に
よって AKT が活性化している細胞に対しても有効であることが考えられる。AKT が
リン酸化されるためには、PI3 キナーゼの産生物 PIP3 に AKT が結合する必要がある
が、この PIP3を産生するのは PI3 キナーゼのみである。よって、たとえ PI3 キナーゼ
以外の原因、例えば AKT 遺伝子の増幅などにより p-AKT の量が増えたとしても、PIP3
を産生する PI3 キナーゼを阻害するのであれば効果があると考えられるためである。
実際に、PTEN 欠失の細胞においても ZSTK474 により p-AKT が減少することが確認
されている。がん腫においては、リン酸化 AKT の発現レベルが低いと効果が弱くなる
という報告があることから、p-AKT の発現が高い細胞の方がより PI3 キナーゼ阻害剤
の効果が高いものと考えられた。一方、今回の肉腫細胞における in vitro 増殖阻害試験
では、PI3 キナーゼ阻害剤は PI3 キナーゼ下流シグナルのタンパクの発現レベルに関わ
らずほぼすべての肉腫細胞株に対して高い増殖阻害効果を示し、がん腫でみられたよう
なリン酸化タンパク質の発現量と感受性の間に相関は認められず、PI3 キナーゼ阻害剤
の有効性の指標となるようなバイオマーカーを今回の検討では特定することができな
かった。本肉腫パネル細胞で使用した細胞株は、14 株とがん腫と比較して少ないため、
バイオマーカーの特定には細胞株を増やして臨む必要があると考えられた。 
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図 13. 各薬剤とシグナルタンパク質の発現量の相関グラフ 
（A-H）Log 変換した各薬剤の GI50 値とタンパク質の発現量のシグナル値の相関グ
ラフ。  
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2-2-6. 肉腫細胞に対する各化合物の増殖阻害活性と変異遺伝子との関連 
次に、変異遺伝子の有無と増殖阻害活性との関係を検討するため、得られた遺伝子変
異情報を増殖阻害試験の結果と比較検討した。 
MEK 阻害剤セルメチニブは NRAS 変異を有する細胞株 HT-1080、RD および KRAS
変異を有する細胞株SW1353において特に高感受性であった。この他、BRAF（V600E）
変異を有する SW872、GCT、SW982 に対しても増殖阻害活性があり、これらの変異を
有する細胞株では有意にセルメチニブに対する感受性が高いことが示された（図 14A、
C）。 
図 14. セルメチニブおよびベムラフェニブの肉腫細胞株に対する増殖阻害活性と
BRAF、NRAS、KRAS 遺伝子変異との関係 
（A, B）セルメチニブ、ベムラフェニブの増殖阻害活性の強い順に肉腫細胞株を並べ、
BRAF（V600E）、NRAS（Q61K、Q61H）、KRAS（G12V）遺伝子変異の有無を併記
した。（C, D）KRAS、NRAS、BRAF（V600E）の遺伝子変異の有無により分類した細
胞株の GI50値を示した。**：p<0.01（Mann-Whitney U test による）、††：p<0.01
（Welch t test による）。（Oncotarget, 2018, 9 (80), 35141-61 の Supplementary Figure 
3 より改変して引用） 
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次に BRAF (V600E) 変異特異的な阻害剤であるベムラフェニブについて確認したと
ころ、ベムラフェニブは有意に BRAF (V600E)変異を有する細胞株 GCT、SW872 およ
び SW982 に対し強い増殖阻害活性を示した（図 14B、D）。 
一方、汎 PI3 キナーゼ阻害剤の増殖阻害活性は、ベムラフェニブやセルメチニブのよ
うに細胞間で大きな差が認められなかったことから、感受性に関与する変異は特定でき
なかった（図 15A-C）。PI3 キナーゼ α 特異的阻害剤アルペリシブは、汎 PI3 キナーゼ
阻害剤と異なり細胞株によって増殖阻害活性に差がみられたが、BRAF（V600E）、
NRAS（Q61K、Q61H）、KRAS（G12V）、PIK3CA（R88Q）遺伝子変異との関連性は
みられなかった（図 15D）。また、PTEN 欠損と各薬剤の増殖阻害活性との相関につい
ても比較検討したが、相関関係は認められなかった。 
図 15. 各肉腫細胞株の遺伝子変異と PI3 キナーゼ阻害剤に対する増殖阻害活性との関係 
（A-D）ZSTK474（A）、ピクチリシブ（B）ブパルリシブ（C）アルペリシブ（D）
の抗腫瘍活性の強い順に肉腫細胞株を並べ、BRAF（V600E）、NRAS（Q61K、Q61H）、
KRAS（G12V）、PIK3CA（R88Q）遺伝子変異および PTEN のタンパク質発現の有無
を併記した。（Oncotarget, 2018, 9 (80), 35141-61 の Supplementary Figure 2 より改
変して引用） 
  
31 
 
（考察） 
 がん腫において、RAS あるいは RAF 遺伝子の変異はすい臓がん、メラノーマ、大腸
がん、甲状腺がんなど多く報告されている。MEK 阻害剤であるセルメチニブは BRAF
および NRAS 変異を有する患者に対して選択的に有効であり(81,82)、また BRAF
（V600E）阻害剤であるベムラフェニブは BRAF（V600E）変異を有する患者において
腫瘍を縮小させた(83)。肉腫パネルに含まれる細胞株には、KRAS および NRAS の変
異をそれぞれ有する株が計 3 株あった。肉腫においてこれらの変異遺伝子の腫瘍形成能
の違いについては報告されていないが、白血病の骨髄移植モデルマウスにおいてその違
いを評価している報告がある(84)。報告では HRAS、KRAS および NRAS のいずれか
の変異を持つ骨髄細胞をそれぞれマウスの骨髄に移植し骨髄性白血病の発症を観察し
ている。移植後、すべての変異において白血病が発症したが、病状の進行はそれぞれの
変異で異なっていた。変異のある細胞株が少ないため詳細は検討できないが、肉腫パネ
ルにおいては KRAS 変異よりも NRAS 変異の方が MEK 阻害剤に対する感受性がより
高かったことから、形成された腫瘍の形質に何らかの違いがあるものと考えられた。 
肉腫パネルにおける RAS、RAF 遺伝子の変異と薬剤に対する感受性の比較から、
MEK 阻害剤や BRAF（V600E）阻害剤はがん腫と同様に、対象となる変異を有する肉
腫に対して増殖抑制効果を示す可能性が示唆された。肉腫では、RAS の変異は平滑筋
肉腫(85)や脂肪肉腫、横紋筋肉腫(86)などいくつかの肉腫において報告されており、こ
れらの患者に対しては MEK 阻害剤が有効である可能性がある。一方、BRAF（V600E）
の変異は肉腫では非常に稀であると報告されている(87)。しかしながら、これらの遺伝
子変異の検査はすでに臨床で使用されていることから、これらの変異を有する肉腫患者
に対しては MEK 阻害剤もしくは BRAF（V600E）阻害剤を積極的に使用していくこと
が望ましいと考えられた。 
PTEN の機能不全変異は本パネルの細胞株ではみられなかったことから、PTEN の
発現量の有無と PI3 キナーゼ阻害剤の増殖阻害活性を検討したが、両者に関連は認め
られなかった。また、粘液型円形細胞脂肪肉腫(59)あるいは脂肪肉腫(88)の患者の 18～
25%において PIK3CA の機能獲得性変異が報告されているが、今回の肉腫細胞株パネ
ルでは PIK3CA の機能獲得性変異をもつ細胞株は 1 株のみしか含まれていなかったた
め、PI3 キナーゼに対するマーカーとしての PIK3CA 変異の有効性を検討することは
できなかった。PI3 キナーゼ阻害剤の有効性の指標となるバイオマーカーはいまだ同定
されておらず、がん腫に対する治療薬としての PI3 キナーゼ阻害剤がいまだ承認され
ていない原因もここにあると言える。今後は、mRNA やマイクロ RNA の発現量やエク
ソーム解析のデータなど広く網羅的に情報を収集し解析する必要があると思われた。 
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3. PI3 キナーゼ阻害剤 ZSTK474 の肉腫に対する効果 
In vitroにおける増殖阻害試験によって PI3キナーゼ阻害剤はほとんどの肉腫細胞株
に対して強い増殖阻害効果を示した。PI3 キナーゼ阻害剤の、肉腫細胞における細胞周
期やアポトーシスに対する作用について詳細に検討するため、汎 PI3 キナーゼ阻害剤
ZSTK474 を用いてその効果を検討した。 
3-1. 材料および実験方法 
肉腫細胞株の培養 
ユーイング肉腫細胞株 A673 は American Type Culture Collection（ATCC）にて購
入し、ATCC の推奨培地で培養した。滑膜肉腫細胞株 SYO-1 は川井章先生（国立がん
研究センター中央病院）より、Aska-SS、Yamato-SS は中紀文先生（大阪国際がんセン
ター）より譲っていただいた。細胞バンク用にストックを作製後、SRB アッセイを実施
するため、RPMI1640 培地（5% FBS 添加）に段階的に置き換えて馴化させた。 
フローサイトメトリー（FACS 解析） 
10 cm ディッシュに 5 x 105細胞を播種し、次の日より 3 μM、10 μM の ZSTK474 で
48 時間処理した。処理後、細胞を 0.25%トリプシン-EDTA にて剥がし、2500 rpm で
5 分遠心後、300 μL の PBS に懸濁しボルテックスをしながら 3 mL の 80%氷冷エタノ
ールを添加し、-20ºC で一晩保存して細胞を固定した。 
固定した細胞は 10 μg/mL RNase A-PBS で処理し、Propidium Iodide 染色後に BD 
FACS Scan（Becton, Dickinson and Company）で測定した。なお、得られたデータは
FlowJo（FlowJo LLC、現 Becton, Dickinson and Company）にて解析した。 
ヘキスト染色 
10 cm ディッシュに 5 x 105細胞を播種し、次の日より 3 μM、10 μM の ZSTK474 で
48 時間処理した。処理後、細胞を 0.25%トリプシン-EDTA にて剥がし、2500 rpm で
5 分遠心後、200 μL の 1% グルタルアルデヒド-PBS に懸濁し 4ºC で一晩保存して細
胞を固定した。固定した細胞は、0.16 mM ヘキスト 33342-PBS に懸濁し、ガラスベー
スディッシュ（AGC テクノグラス）に滴下してカバーガラスを載せ、蛍光顕微鏡で核
を観察した。5 視野以上を撮影し、すべての視野において計 100 細胞以上をカウント
し、そのうち核の凝集・断片化の見られる細胞数から ZSTK474 によりアポトーシスの
誘導された細胞の割合を計算した。 
ウエスタンブロット 
 細胞から抽出する場合：10 cmディッシュに 5 x 105細胞を播種し、次の日より 3 μM、
10 μM の ZSTK474 で 48 時間処理した。処理後、PI バッファーを用いて回収した。ま
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た、培地中に浮遊した細胞からもサンプルを採取するため培地上清中の細胞は遠心によ
り別途回収し、PBS で一度洗ったのち PI バッファーを用いて回収した。サンプルの処
理、ウエスタンブロットの手順、使用した抗体については前述のとおりである。 
動物試験での組織から抽出する場合：試験終了後に採取した腫瘍組織サンプルは、ビ
ーズ入りチューブに PI バッファーとともに入れ、Precellys 24（エムエス機器）によっ
て破砕処理を行った。各サンプルは BCA アッセイ（Thermo Fisher Scientific、 Cat. 
23227）によりタンパク質濃度を定量し、濃度を調整した後にサンプルバッファーを添
加し、95ºC で 5 分間加熱してサンプルの SDS 化を行った。 
ウエスタンブロットによる各タンパク質の検出については、前述の通りに行った。 
 
レポーターアッセイ 
レポーターアッセイを行うため、時野隆至先生（札幌医科大学）よりベクターを譲っ
ていただいた。このベクターは、pGL3-basic ベクタ （ーPromega）に EWSR1-FLI1 の
転写制御を受ける遺伝子 Id2 のプロモーター領域を導入したものであり、この領域に
は、3 ヶ所に ETS 結合モチーフがあるとされる（図 16）。細胞を 6 ウェルプレートに
おいて 24 時間培養後、EWSR1-FLI1 の転写制御を受ける遺伝子 Id2 のプロモーター
領域を持つ pGL3-Id2-2755-Luc を 1 μg とコントロールベクター（pRL-CMV-RLuc）
を 1 μg、Lipofectamine 2000 （Thermo Fisher Scientific）でトランスフェクション
し、6 時間後に培地を換え 24 時間後に 96 ウェルプレートへと巻き替え、さらに 24 時
間後、0.3 μM、1 μM、3 μM の ZSTK474 でそれぞれ 24 時間処理した。ルシフェラー
ゼ活性は、Dual Glo Luciferase Assay System (Promega）で測定した。 
図 16. pGL3-Id2-2755-Luc のベクターマップ 
Id2 のプロモーター領域内の 3 ヶ所の赤い部分は、ETS 結合領域。 
肉腫細胞株の培養とヌードマウスへの移植 
肉腫細胞株の培養は、前述の通りに実施した。移植には、1 匹あたり 10 cm ディッシ
ュ 3 枚分の細胞を用意した。ディッシュ当たりの細胞数は表 7 に示す通りである。細胞
はそれぞれ 0.25%トリプシン-EDTA で剥離し、遠心機で沈殿させ、HBSS で 2 回洗浄
Id2 
(-2755 to +35)
Luc
Poly (A)
f1 ori
Ampr
SV40 late 
poly(A)
pGL3-Id2-2755-Luc
(7573 bp)
ETS
binding 
motif
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して得られたペレット量に応じて HBSS の量を調製し懸濁したものを Balb-c nu/nu の
6 週令のヌードマウスの皮下に移植した。 
 生着の可否は、皮下における腫瘍塊が増大しているかどうかで判断した。消失したも
のや増大しなかった細胞株は、生着しなかったものと判断した。 
約一月の間に腫瘍の生着と増大が認められた細胞株に関しては、約 3 x 3 x 3 mm 角
の大きさの腫瘍組織片となるように腫瘍を裁断しヌードマウスの皮下に移植した。これ
は、腫瘍の不均一性を減らすためである。影響を SJCRH30 は移植 17 日、18 日および
26 日後に、SK-UT-1 は移植 7 日および 12 日後に、MES-SA は移植 5 日および 13 日
後に、HT-1080 は移植 6 日後に、MES-SA/Dx5 は移植 15 日後に、A673 は移植 11 日
後に、SYO-1 は移植 14 日後にそれぞれ群分けを行い投薬試験を行った。 
 in vivo 抗腫瘍試験 
 ヒト肉腫細胞株移植ヌードマウスモデルを用いた抗腫瘍試験は、米国国立衛生研究所
の実験動物ガイドラインをもとに作成された公益財団法人がん研究会の動物使用およ
び飼育に関する指針に従い実施した。 
 移植した腫瘍の大きさは、以下の式で求め、測定結果により算出された腫瘍体積を検
体投与開始日の腫瘍体積で除したものを相対腫瘍増殖率とした。 
V (mm3) = 1/2 x 長径 x 短径 2 
 ZSTK474 の投与量は、がん腫において効果があると報告されている (24) 400 
mg/kg/day を上限として、スプレードライ品を ZSTK474 として 10、20、40 mg/mL に
1%HPMC にてそれぞれ調節し、マウス体重 10 g 当たり 0.1 mL ずつ 6 日間経口投与 1
日間休薬のスケジュールで投与した。試験終了後に採取したサンプルは、ウエスタンブ
ロット用、免疫組織学的染色用に切り分け、前者は液体窒素で凍結後-80ºC で保存、後
者はマイルドホルム（和光純薬）にて固定保存とした。 
ドキソルビシンは、MTD が 20 mg/kg であること(89)を参考に、蒸留水にて溶解して
10 mg/kg/day となるように調整し、1 週間に 1 度のスケジュールで尾静脈投与した。 
 パゾパニブは、効果があると報告されている一日当たりの最大投与量 200 mg/kg で
投与した(3)。表 11 に示す調整法を検討し、血中動態に問題ないことを確認した後（デ
ータ未記載）、オリーブオイルに懸濁する方法で 200 mg/kg/day となるように調整し、
5 日間投与 2 日間休薬のスケジュールで経口投与した。 
免疫組織化学的染色 
マイルドホルムで固定した腫瘍組織サンプルを整形し水洗した後、自動固定包埋装置
にてパラフィン浸透処理を行い、組織片をパラフィン包埋した。4 μm の厚さで組織切
片を作製し、免疫組織化学的染色（免疫染色）を行った。抗体賦活化処理は、10 mM ク
エン酸緩衝液（pH6.0）もしくは 10 mM Tris-EDTA 緩衝液（pH9.0）を用いて 95°C で
40 分間行い、10 分間 3%過酸化水素水で内因性ペルオキシダーゼ処理を行った。その
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後ブロッキング処理を 30 分間行い、4°C にて一次抗体で一晩インキュベートした。洗
浄後、室温にて一時間 HRP 標識ポリマー二次抗体（ダコ、現アジレント・テクノロジ
ー）で処理し、ジアミノベンジシンで抗原を呈色した。対比染色にはヘマトキシリンを
用いた。染色に使用した一次抗体とその希釈条件は表 12 に示す。 
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3-2. 結果と考察 
3-2-1. ZSTK474 の肉腫細胞株に対する in vitro における効果 
3-2-1-1. ZSTK474 による PI3 キナーゼシグナル関連タンパク質の発現変化 
ZSTK474 で処理した後の各肉腫細胞株における PI3キナーゼシグナルの変化をウエ
スタンブロットにより検出した。その結果、いずれの細胞株においても処理後 0.5 時間
で PI3 キナーゼシグナルの下流にある p-AKT（Ser473）および p-S6（Ser235/236）の
発現が低下し、24 時間後にやや回復する傾向にあった（図 17）。p-S6（Ser235/236）
よりも p-AKT（Ser473）の方が ZSTK474 により強く抑制された細胞株が多いが、増
殖阻害活性との関連性は特に認められなかった。 
図 17. GI50値相当の濃度の ZSTK474 処理後の各シグナルタンパク質の発現変化 
GI50値相当の濃度の ZSTK474 で 0.5、6、24 時間処理した各細胞株からタンパク質
サンプルを得た（詳細は 3-1. 材料および実験方法に記載）。各レーンに 10 μg ずつサン
プルタンパク質をアプライし、p-AKT（Ser473）、p-S6（Ser235/236）、α-Tubulin の発
現レベルをウエスタンブロットにより検出した。（Oncotarget, 2018, 9 (80), 35141-61
の Figure 3 より一部改変して引用） 
3-2-1-2. ZSTK474 の肉腫細胞株の細胞周期に与える影響 
SRB アッセイの用量反応曲線のグラフにおける Y 軸は、薬剤を添加して 48 時間培
養後の増殖率を示すため、0%以下を示した場合、細胞死が誘導された可能性がある。
各肉腫細胞株における ZSTK474 の増殖阻害効果を SRB アッセイにより検討したとこ
ろ、一部の細胞において細胞死が誘導されたと考えられた。ZSTK474 は上皮由来のが
ん細胞において G1 アレストを誘導するが(46,49)、肉腫細胞では AKT 阻害剤の処理に
より S-G2/M アレストが誘導されることが報告されており(63)、肉腫細胞では上皮由来
のがん細胞と異なるシグナル伝達系が機能している可能性が考えられた。そこで、
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ZSTK474 の処理が肉腫細胞の細胞周期にどのような影響を与えるか PI 染色による
FACS によって確認した（図 18 および図 19）。 
未処理の細胞の FACS 解析の結果、いくつかの細胞株において G1 期、G2/M 期のピ
ークが複数認められたことから、これらの株については不均一な集団で構成されている
可能性が示唆された。3 μM の ZSTK474 で 48 時間処理した細胞を FACS 解析したと
ころ、すべての細胞で G1 アレストが誘導されていた。また、RD-ES（ユーイング肉腫）、
Saos-2（骨肉腫）においては Sub G1 画分の顕著な増大が認められたことから、アポト
ーシスの誘導が示唆された。10 μM の ZSTK474 で処理した RD-ES、KHOS-240S（骨
肉腫）、SW1353（軟骨肉腫）において G1 期のピークが低下していたが、これはアポト
ーシスやネクローシスなどの細胞死の誘導による減少と考えられた。以上の結果から、
ZSTK474 の肉腫細胞株の細胞周期に対する作用は G1 アレストであり、RD-ES、Saos-
2 ではアポトーシスを誘導することが示された。 
（考察） 
 PI 染色による FACS 解析の結果は、G1 期と G2-M 期の 2 つのピークを認めるが、
本パネルの細胞株では、Saos-2、HOS、RD（横紋筋肉腫）、SW982 の結果においてピ
ークが複数認められるような異常な波形となった。この理由として、Saos-2 は高二倍
体-低四倍体、HOS および SW982 は高二倍体、RD は不安定な二峰性の高二倍体とい
うように、染色体数が一細胞株内で一定でないことが原因と考えられた。 
3-2-1-3. 肉腫細胞株における ZSTK474 の細胞死誘導作用 
FACS の結果から、細胞死の誘導が示唆されたことから、ZSTK474 によるアポトー
シス誘導作用について検討した。まず、アポトーシスのマーカータンパク質である
cleaved-PARP をウエスタンブロットにより検出した（図 20）。3 μM および 10 μM の
ZSTK474 で 48 時間処理した結果、RD-ES（ユーイング肉腫）、Saos-2（骨肉腫）およ
び SJCRH30（横紋筋肉腫）において cleaved-PARP の明確な発現が認められた。 
次に、ZSTK474 処理後の細胞の核を観察し、アポトーシスの誘導の有無を確認した。
ヘキスト 33342 により核染色した肉腫細胞を観察し、アポトーシスによる核の凝集・
断片化を起こしている細胞数をカウントし、全体の細胞数に対する割合を計算した。そ
の結果、ウエスタンブロットにより cleaved-PARP の検出された RD-ES（ユーイング
肉腫）、SJCRH30（横紋筋肉腫）および Saos-2（骨肉腫）において特に顕著に核の凝
集・断片化が認められた（図 21）。試験回数は 1 度のみであるが、処理濃度依存性を示
し、またウエスタンブロットにおける cleaved-PARP の発現レベルを反映していると考
えられた。特に RD-ES、Saos-2 は FACS 解析においても Sub G1 画分が顕著に増大し
ていたことから、これらの株では ZSTK474 の処理によりアポトーシスが誘導されてい
る可能性が示唆された。 
（考察） 
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SJCRH30 において、FACS 解析で Sub G1 画分の増大が認められなかった。細胞死
の誘導により細胞成分が崩壊するが、その断片の大きさは細胞の種類によって異なる。 
SJCRH30 の場合はおそらく、その断片が細かすぎて SubG1 画分として検出できなか
ったことが原因と考えられた。 
図 18. 肉腫細胞株の FACS 試験の結果① 
未処理、3 μMおよび 10 μM の ZSTK474 で 48 時間処理した後のHT-1080、SW684、
GCT、Saos-2、HOS、KHOS-240S、RD-ES 細胞を PI 染色し、FACS 解析を行った。  
ZSTK474
3.0 μM 10 μMcontrol
HT-1080
HOS
Saos-2
RD-ES
KHOS-240S
SW684
GCT
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図 19. 肉腫細胞株の FACS 試験の結果②  
未処理、3 μM および 10 μM の ZSTK474 で 48 時間処理した後の RD、SJCRH30、
SK-UT-1、MES-SA、SW872、SW982、SW1353 細胞を PI 染色し、FACS 解析を行っ
た。 
  
RD
ZSTK474
3.0 μM 10 μMcontrol
SK-UT-1
SW872
SJCRH30
SW982
SW1353
MEA-SA
  
40 
 
 
図 20. ZSTK474 で 48 時間処理後の各肉腫細胞における PI3 キナーゼシグナルタン
パク質および cleaved-PARP の発現の変化 
未処理、3 μM および 10 μM の ZSTK474 で 48 時間処理した時の、各肉腫細胞にお
ける p-AKT（Ser473）、p-S6（Ser235/236）、cleaved-PARP および α-Tubulin の発現
をウエスタンブロットにより検討した。 
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図 21. ヘキスト染色によるアポトーシス誘導細胞の割合の検討結果 
未処理、3 μM および 10 μM の ZSTK474 で 48 時間処理した各肉腫細胞株をヘキス
ト染色し、核の萎縮・断片化した細胞数をカウントし、全体の細胞数に対する割合を計
算した。 
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3-2-2 ZSTK474 の肉腫細胞株に対する in vivo における効果 
3-2-2-1 肉腫細胞株皮下移植モデルマウスの確立 
細胞株によっては別の部位の移植の方が適す場合もあるが、腫瘍の増殖観察が経時的
に非侵襲的な目視観察により可能である皮下移植がもっとも手法として簡易であるこ
とから、皮下移植による ZSTK474 の in vivo 抗腫瘍効果を検討した。肉腫細胞株パネ
ルを構成する細胞株 14 細胞株をヌードマウスの皮下に移植して、移植の可否を検討し
た。その結果、表 13 に示した 5 株で腫瘍の生着を確認した。そこで次に腫瘍組織片に
よる移植を行い生着の可否を確認したところ、RD を除く 4 株において生着が確認され
た。RD（横紋筋肉腫）は移植片による移植で生着率が低下したため、他剤との抗腫瘍
効果比較試験は行わないこととした。 
皮下に移植ができなかったユーイング肉腫細胞株 RD-ES および骨肉腫細胞株 Saos-
2 についてはそれぞれルシフェラーゼ遺伝子を導入した細胞株を作製し、大腿骨もしく
は腹腔内に移植し、ルシフェリンの投与による腫瘍細胞の発光を計測する in vivo イメ
ージングシステムにより非侵襲的に腫瘍の生着を観察したが、いずれの株も生着しなか
った。 
（考察） 
 肉腫の種類により生着率に違いがみられたが、明確な原因は不明である。細胞の生着
率と in vitro における増殖スピードとは関係がないようである。これは、肉腫だけに限
らずがん腫の細胞においても同様であり、考えられる可能性としては接着因子の発現や
生体内での増殖因子の発現などが考えられた。また腫瘍性血管の形成能もまた in vivo
の増殖には不可欠であり、どれか一つの要因だけではなく様々な因子が in vivo におけ
る腫瘍形成に関わっていると考えられる。一方で、RD は移植片による移植で腫瘍の生
着率が低下した。がん細胞懸濁液のみの移植と異なり、移植片では初めから腫瘍性血管
など間質を含んだ微小環境がある。細胞の種類によって成長に適した環境が異なるため、
生着率が異なるのではないかと考えられた。 
3-2-2-2. ZSTK474 の肉腫に対する in vivo 抗腫瘍効果 
前述の移植モデルを用いて、ZSTK474 の抗腫瘍効果を検討した。ZSTK474 を 400 
mg/kg で連日投与し、試験開始約 14 日後に抗腫瘍効果を確認した結果、RD を除くい
ずれの株においても腫瘍の増殖を抑制した（図 22）。RD は個体により腫瘍の成長に大
きなばらつきがみられたことから、抗腫瘍効果を判断することは難しいと判断された。 
次に ZSTK474 の抗腫瘍効果に用量依存性があるかを確認するため、SJCRH30（横
紋筋肉腫）を移植したモデルマウスを用い ZSTK474 の投与量を変えて検討した。投与
した量は 100 mg/kg、200 mg/kg、400 mg/kg である。その結果、ZSTK474 は投与量
依存的な抗腫瘍効果を示した（図 23）。 
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また、各群の腫瘍組織における PI3 キナーゼシグナル関連タンパク質の発現レベル
をウエスタンブロットにより確認したところ、投与量にかかわらずいずれの ZSTK474
投与群においても p-AKT（Ser473）および p-S6（Ser235/236）の発現は抑制されてい
た（図 24）。 
（考察） 
本検討では、いずれのモデルマウスにおいても ZSTK474 は in vivo において抗腫瘍
効果を示した。また In vitro においてもすべての細胞に対して強い増殖阻害活性を示し
たことから、正常組織に対する影響が危惧された。抗腫瘍効果の観察とともに体重の増
減についても検討した結果、HT-1080 を除いた 3 細胞株のコントロール群において体
重が増加したが、これは腫瘍の増大が主な理由の一つと考えられた。がん細胞の中には
移植した際、動物に悪液質を引き起こすものがある。HT-1080 でコントロールにおいて
も体重が減少していたのは、がんの進行に伴い発症する悪液質のためと考えられた。
HT-1080 を除くいずれの細胞株の皮下移植モデルマウスにおいても、ZSTK474 の投与
により極端な体重減少はみられず、ZSTK474 の毒性は弱いことが示された。 
 正常細胞に対する影響についてはハムスターv79 細胞（正常肺由来細胞）について
検討されているが、ほとんど増殖阻害効果がみられていないことから影響は少ないもの
と考えられる。さらに、これまでに実施されたラットやカニクイザルの毒性試験におい
て、ZSTK474 は化学療法剤にみられるような骨髄抑制や肝毒性を示していない（未発
表データ）。最も強い毒性がみられたのは精巣であり、こちらは低用量の投与群から発
現している。また、投与量依存的な B リンパ球減少が認められ脾臓におけるリンパ濾
胞など B リンパ球依存部位において萎縮が認められたが（未発表データ）、米国の臨床
試験において B リンパ球の減少は認められなかった(54)。その他、臨床試験では一部の
被験者において好中球の増加が認められ、毒性から考えても ZSTK474 は従来の化学療
法剤とは大きく性質の異なる薬剤であることが示唆された。 
ZSTK474 の抗腫瘍効果が投与量依存的なものかどうかを検討するため、100 mg/kg、
200 mg/kg、400 mg/kg の用量でそれぞれヌードマウスに投与した。これらの投与量で
単回投与した際の血中濃度がどの程度となるかについては事前に検討を行っている。本
検討で使用した ZSTK474 はスプレードライ製剤のものであり、残念ながらこの製剤の
ZSTK474 を 400 mg/kg で投与したときの血中動態のデータはないが、100 mg/kg と
200 mg/kg 投与群での薬物濃度時間曲線下部（Area Under the Curve, AUC)は、それ
ぞれ約 40 μg/ml x hr、約 60 μg/ml x hr を示した。200 mg/kg 投与においてすでに頭打
ちになる傾向があるが、抗腫瘍効果も同様の傾向があり、抗腫瘍効果は血中濃度依存性
を示したと考えられる。 
ZSTK474 の代謝物には、ZSTK474 と同等のもしくはそれ以上の増殖阻害活性を示
したものがみられた（図 11）。ヌードマウスにおいてそれぞれを投与したときの血中濃
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度は ZSTK474 が最も高い(54)。代謝産物の血中濃度は非常に低いため、in vivo の抗腫
瘍試験においては主として ZSTK474 の有効性を検討できるものと考えられた。 
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図 22. SJCRH30、SK-UT-1、MES-SA、HT-1080 の各移植モデルマウスにおける
ZSTK474 の抗腫瘍効果および体重変化 
（A-D）SJCRH30（A）を移植後 17 日目に、SK-UT-1（B）を移植後 7 日目に、MES-
SA（C）を移植後 5 日目に HT-1080（D）を移植後 6 日目にマウスを群分けし、それぞ
れ ZSTK474 を 400 mg/kg の用量で、6 日間投薬 1 日休薬のスケジュールを基本として
グラフに▲で示した日数で投与した。HT-1080 は、コントロール群と投与群の双方の
マウスで体重減少が認められたため投与 9 日目で試験終了とした。 
 
 
 図 23. SJCRH30 移植モデルマウスにおける ZSTK474 の投与量依存的な抗腫瘍効果 
SJCRH30 を移植後 19 日目にマウスを群分けし、それぞれ ZSTK474 を 100 mg/kg、
200 mg/kg、400 mg/kg の用量で 14 日間経口投与した。▲は投与日を示す。*：p<0.05
（Student’s t test による。いずれもコントロール群との比較）、†：p<0.05（Welch t 
test による。いずれもコントロール群との比較）。100 mg/kg および 400 mg/kg 投与
群は n=5、コントロール群および 200 mg/kg 投与群は n=6 で実施。 
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 図 24. 各投与量の ZSTK474 投与後の SJCRH30 の移植腫瘍組織における PI3K シ
グナルタンパク質の発現変化 
ZSTK474 を 100 mg/kg、200 mg/kg および 400 mg/kg でそれぞれ 2 週間投与後の腫
瘍由来のタンパク質を用いて、p-AKT（Ser473）、p-S6（Ser235/236）および actin に
対する抗体でウエスタンブロットを行った。 
3-2-2-3. ZSTK474 と他の抗がん剤との抗腫瘍効果比較試験 
次に、移植可能な SJCRH30、SK-UT-1（平滑筋肉腫）に対して、他剤と ZSTK474
の抗腫瘍効果の比較を行った。検討した薬剤は、肉腫治療で使用されているドキソルビ
シンとパゾパニブである。その結果、いずれの株に対しても ZSTK474 は 2 剤と同等も
しくはそれ以上の効果を示した（図 25A、C）。 
また各投与群の腫瘍組織における PI3 キナーゼシグナルの変化を確認するため、p-
S6（Ser235/236）の免疫染色を実施した（図 25B、D）。ZSTK474 投与群では、コント
ロール群と比較していずれの腫瘍においても p-S6 の発現が抑制されており、パゾパニ
ブ投与群でもやや低下していた。一方ドキソルビシン投与群では、コントロール群と比
べて変化がほとんど認められなかった。 
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図 25. ZSTK474、パゾパニブおよびドキソルビシンの効果を比較する抗腫瘍試験に
おける相対腫瘍増殖率の変化と腫瘍組織の免疫染色図 
（A, C）SJCRH30 を移植後 26 日目に（A）、SK-UT-1 を移植後 12 日目に（C）マウス
を群分けし、それぞれ ZSTK474 を 400 mg/kg/day、パゾパニブを 200 mg/kg/day、ド
キソルビシンを 10 mg/kg/week の用量でそれぞれ投与した。腫瘍径の測定は 14 日目ま
で実施した。*：p<0.05、***： p<0.001（Student’s t test による。いずれもコントロー
ル群との比較）、†：p<0.05、†††：p<0.001（Welch t test による。いずれもコントロー
ル群との比較）。▲は各薬剤の投与日を示す。SJCRH30 および SK-UT-1 のドキソルビ
シン投与群は n=5、それ以外の群は n=6 で実施。 
（B, D）SJCRH30（B）および SK-UT-1（D）の抗腫瘍試験後の摘摘出腫瘍組織を、抗
p-S6（Ser235/236）抗体で免疫染色した。スケールバーは、100 μm を示す。 
（Oncotarget, 2018, 9 (80), 35141-61 の Figure 4A-D より一部改変して引用） 
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これら各投与群の摘出腫瘍の状態は、投与薬剤により異なっていた（データ未掲載）。
いずれの肉腫細胞においても、ZSTK474 およびパゾパニブ投与群の腫瘍は色が白く、
内部も壊死している部分が多く認められた。一方、ドキソルビシン群の腫瘍では壊死は
認められるものの、色はコントロールよりも少し薄くなっている程度であり、これは血
管新生の抑制作用が他の 2 剤と比較して弱いことによるものと考えられた。そこで、摘
出腫瘍の血管新生について血管のマーカータンパク質である抗 CD31 抗体で免疫染色
することで確認した（図 26）。 
まず、SJCRH30 では、ZSTK474 の投与により形成されている腫瘍内血管数も少な
く大きさも小さかった。血管新生阻害剤であるパゾパニブ投与群においても、同様に腫
瘍内血管数は少なく小さかった。ドキソルビシン投与群の腫瘍ではヘキスト染色が濃い
ために血管が増えているように見えたが、高倍率での観察ではコントロールと比べてほ
とんど変化がなかった。 
SK-UT-1 では、コントロールの組織において微細な血管が多く認められたが、
ZSTK474 の投与あるいはパゾパニブの投与によって血管新生が抑制されていた。ドキ
ソルビシンはやはりコントロールと比べ変化がみられなかった。 
また、腫瘍組織におけるアポトーシスの誘導の有無を確認するため、アポトーシスの
マーカータンパク質である cleaved-PARP の発現を免疫染色およびウエスタンブロッ
トで検討した（図 27）。まず、SJCRH30 では、どの薬剤の投与群の腫瘍組織において
も免疫染色・ウエスタンブロットの結果とも cleaved-PARP の発現が認められたが、特
に ZSTK474 の投与により発現が顕著に増加しており、また免疫染色の結果とウエスタ
ンブロットの結果は同様の傾向を示していた。 
一方 SK-UT-1 の腫瘍組織では、ドキソルビシンの投与により cleaved-PARP 陽性細
胞はやや増加していたが、ZSTK474 およびパゾパニブの投与群ではほとんど発現が認
められなかった（図 27C）。またウエスタンブロットの結果では、パゾパニブ投与群で
cleaved-PARP の発現が認められたが、ドキソルビシン、ZSTK474 投与群では明確な
発現は認められなかった。 
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図 26. ZSTK474、パゾパニブおよびドキソルビシンの血管新生に及ぼす影響 
SJCRH30 および SK-UT-1 の抗腫瘍試験後の摘摘出腫瘍組織を、血管内皮細胞のマ
ーカータンパク質である抗 CD31 抗体で免疫染色した。スケールバーは、100 μm を示
す。（Oncotarget, 2018, 9 (80), 35141-61 の Supplementary Figure 5A より一部を引
用） 
 
コントロール
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図 27. ZSTK474、パゾパニブおよびドキソルビシンの効果を比較する抗腫瘍試験に
おける PI3 キナーゼシグナルタンパク質の発現変化および cleaved-PARP の発現変化 
（A）SJCRH0 の抗腫瘍試験後の摘出腫瘍組織を cleaved-PARP に対する抗体でそれぞ
れ免疫染色を実施した。（B）cleaved-PARP、p-AKT（Ser473）、p-S6（Ser235/236）
および α-Tubulin の発現量をウエスタンブロットによって検出した。 
（C）SK-UT-1 の抗腫瘍試験後の摘出腫瘍組織を cleaved-PARP に対する抗体でそれぞ
れ免疫染色を実施した。（D）cleaved-PARP、p-AKT（Ser473）、p-S6（Ser235/236）
および α-Tubulin の発現量をウエスタンブロットによって検出した。スケールバーは、
100 μm を示す。 
（考察） 
p-S6（Ser235/236）の免疫染色の結果、パゾパニブや ZSTK474 投与群の一部の組織
において、コントロール投与群の組織よりも濃く染色されているように見えた。一方、
腫瘍組織のウエスタンブロットの結果、図 27B、D に示すとおり、パゾパニブ、ZSTK474
投与群ともに p-S6（Ser235/236）の発現は低下していた。免疫染色は手法自体の技術
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的な問題から発現量の変化は定量できないとされているため、今回の結果も発現が高く
なっているために濃く染まったわけではなく、技術的な要因によるものと考えられた。 
CD31 の染色陽性細胞の数については SJCRH30 および SK-UT-1 ではカウントする
ことができなかったが、次項の MES-SA 細胞の移植腫瘍においてカウント可能であっ
たため ZSTK474 の血管新生抑制効果について検討した。 
3-2-2-4. 多剤耐性細胞株における ZSTK474 と他の抗がん剤との抗腫瘍効果の比較 
 肉腫の主な治療薬であるドキソルビシンに対し耐性となっている細胞株 MES-
SA/Dx5(90)の移植モデルマウスを用い、多剤耐性肉腫細胞に対しても ZSTK474 が有
効か in vivo 移植モデルで検討した。まず、in vitro での有効性を SRB アッセイにより
確認した（図 28A、B）。ドキソルビシンは MES-SA/Dx5 に対し増殖阻害効果を示した
が、その活性は親株である MES-SA と比較して弱いものだった。一方、ZSTK474 は
MES-SA と同様に MES-SA/Dx5 に対しても強い増殖阻害効果を示した。そこで次に、
in vivo における有効性を検討した（図 28C-F）。 
まず、MES-SA では、ZSTK474、パゾパニブおよびドキソルビシンそれぞれが抗腫
瘍効果を示した（図 28C）。パゾパニブは他の二剤と比べやや弱い効果であった。腫瘍
組織の p-S6 の免疫染色像から、ZSTK474 の投与により PI3 キナーゼシグナルが抑制
されていることが確認された（図 28D）。パゾパニブの投与によってもやや発現が低下
しているようにみえたが、一方のドキソルビシンでは全く変化はみられなかった。 
 MES-SA/Dx5 では、ZSTK474 およびパゾパニブにおいて強い抗腫瘍効果が、ドキソ
ルビシンでは弱い抗腫瘍効果が認められた（図 28E）。MES-SA/Dx5 におけるドキソル
ビシンの抗腫瘍効果が親株である MES-SA よりも低下していたことは、in vitro の試
験の結果を反映していた。p-S6 の免疫染色像から、ZSTK474 およびパゾパニブの投与
群の腫瘍組織では PI3 キナーゼ下流のシグナルの抑制が確認されたが、ドキソルビシ
ンでは変化はなかった（図 28F）。 
 次に、腫瘍組織内の血管新生について検討した（図 29）。親株である MES-SA の腫
瘍組織には血管組織が多くみられ、ZSTK474 あるいはパゾパニブの投与によりその数
と大きさは減少していた（図 29A）。CD31 陽性細胞を判別しやすかった MES-SA の腫
瘍組織について、各薬剤投与群における CD31 陽性細胞をカウントした（図 29B）。抗
腫瘍効果のみられたドキソルビシン投与群の組織では特に変化は見られなかった。一方
の多剤耐性株である MES-SA/Dx5 でもこの傾向は同じで、ZSTK474 あるいはパゾパ
ニブの投与群の腫瘍では血管数が少なく大きさも小さいものが多かったがドキソルビ
シン投与群では変化は認められなかった。 
 最後に、アポトーシスの誘導の有無について検討した（図 30）。MES-SA では、未処
理の腫瘍においても cleaved-PARP 陽性細胞がわずかに認められたが、ZSTK474、パ
ゾパニブ、ドキソルビシン投与群の腫瘍でもほとんど変化はなかった。ウエスタンブロ
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ットの結果も同様で、どの薬剤の投与群でも cleaved-PARP の発現量はコントロールと
比べ変化はなかった。 
MES-SA/Dx5 でも、コントロールの腫瘍において cleaved-PARP 陽性細胞がみられ
たが、コントロールの MES-SA/Dx5 の腫瘍の壊死部は MES-SA よりも多かったこと
から、in vivoの移植腫瘍における性質が二つの株で異なっている可能性が考えられる。
一方、ZSTK474 投与群ではさらに多くの細胞が cleaved-PARP 陽性となっていた。ド
キソルビシン投与でも僅かに増加していたが、パゾパニブ投与群ではほとんど増えてい
なかった。組織のウエスタンブロットにおいても同様の結果となり、MES-SA/Dx5 の
腫瘍では ZSTK474 によりアポトーシスが誘導されていたことが示された。 
（考察） 
汎 PI3 キナーゼ阻害剤 ZSTK474 の in vivo における抗腫瘍試験の結果、試験したす
べての腫瘍組織において p-S6 および p-AKT の発現低下が確認されたことから、本抗
腫瘍効果はオフターゲット効果ではなく PI3 キナーゼ阻害によるものと判断された。 
MES-SA のドキソルビシン耐性株である MES-SA/Dx5 に対して、ドキソルビシンの
抗腫瘍効果は減弱したが、ZSTK474 の抗腫瘍効果は親株と同程度であった。MES-
SA/Dx5 は多剤耐性の原因となる P 糖タンパク質をコードする遺伝子（Multi Drug 
Resistance 1, MDR1）を過剰発現している。MDR1 の基質となるドキソルビシンは、
細胞外へ排出されるため抗腫瘍効果が低下する。MDR1 を発現している Caco-2 細胞
（ヒト結腸由来細胞）の単層培養系を使用した透過性試験において、ZSTK474 の膜透
過性は MDR1 阻害剤の影響を受けなかった。また、MDR1 の基質となる物質では漿膜
側から粘膜側への透過速度がより速くなるが、ZSTK474 は漿膜側から粘膜側および粘
膜側から漿膜側への透過速度が同じであったことから MDR1 の基質ではないと考えら
れている（未発表データ）。さらに、MES-SA/Dx5 と同様に MDR1 を過剰発現してい
る HCT-15 細胞においても高い抗腫瘍効果を示すと報告されていることからも(24)、
ZSTK474 は MDR1 の基質とはならないと考えられた。このため、ZSTK474 は MES-
SA/Dx5 においても親株と同等の抗腫瘍効果を示したと考えられた。肉腫の標準治療薬
として長く使われてきたドキソルビシンは、投与量依存的な心毒性があるため長期にわ
たり投与を続けることはできない(91)。また、使用を続けることで腫瘍が MDR1 の高
発現によりドキソルビシン耐性となる場合がある。このため、MDR1 の基質とならな
い ZSTK474 のような汎 PI3 キナーゼ阻害薬であれば、新たな肉腫治療薬として期待で
きると言える。 
腫瘍組織のウエスタンブロットの結果より、MES-SA/Dx5 のドキソルビシンとパゾ
パニブ投与群でもリン酸化 AKT もしくはリン酸化 mTOR が低下しているようにみえ
た。特に、パゾパニブの投与群においては p-S6 の発現も低下していることから、リン
酸化 AKT、リン酸化 S6 のシグナルが低下している可能性が示唆された。血管新生阻害
剤であるパゾパニブは、腫瘍組織内における血管新生を抑制していた。パゾパニブの抗
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腫瘍作用は、c-KIT、FGF などのチロシンキナーゼ抑制によるがん細胞の増殖抑制と、
VEGFR・PDGFR 阻害による血管新生阻害作用によるものである(3)。パゾパニブ投与
群の腫瘍において p-S6 の発現がやや低下していたのは、c-KIT の下流シグナルである
PI3 キナーゼが抑制されていたことが要因の一つだと思われる(92)。またパゾパニブは
血管内皮細胞に対しても作用し、腫瘍組織内を低酸素にすることで腫瘍細胞内の増殖シ
グナルを抑制していた可能性も考えられた。一方のドキソルビシンでは、p-AKT の低
下のみが認められた。ドキソルビシン処理により、同じ乳がん由来の細胞株においても
p-AKT の発現が上昇するもの、もしくは低下するものの両方の種類のあることが報告
されている(93)。MDR1 の過剰発現のため、MES-SA/Dx5 に対するドキソルビシンの
作用は弱いと思われるが、親株 MES-SA と耐性株 MES-SA/Dx5 間で性質が変化した
ためにドキソルビシン処理により p-AKT が低下した可能性が考えられた。 
 パゾパニブもドキソルビシンと同様に MDR1 の基質となるが、MES-SA/Dx5 におい
てドキソルビシンよりも抗腫瘍効果が高かったのは、腫瘍血管内皮細胞に対してパゾパ
ニブが作用したためだと考えられた。このパゾパニブと同様、ZSTK474 も腫瘍組織内
の血管新生を抑制していた。ZSTK474 には VEGFR 阻害作用はないが(24)、血管内皮
細胞の増殖抑制と VEGF 誘導性の細胞遊走の抑制、そして管腔形成の抑制により腫瘍
血管新生を阻害することが報告されている(48)。がん腫組織だけでなく肉腫組織におい
ても汎 PI3 キナーゼ阻害薬は血管新生阻害作用を示すことが確認された。 
 in vitro 抗腫瘍試験において特に高い抗腫瘍効果を示した PI3 キナーゼ阻害剤は、が
ん腫においては、G1 アレストの誘導と(49,94)、細胞によってアポトーシスを誘導する
ことで抗腫瘍効果を示すことが報告されている(24,95)。肉腫細胞での検討において
ZSTK474 は、一部の細胞株においてアポトーシスを示した。他の PI3 キナーゼ阻害剤
においても肉腫細胞においてアポトーシスの誘導が報告されている(62)ことから、細胞
死の誘導という視点から PI3 キナーゼ阻害剤の有効性の指標となるバイオマーカーの
探索を試みた。ZSTK474 により顕著にアポトーシスが誘導される SJCRH30（胞巣型
横紋筋肉腫）、Saos-2（骨肉腫）、RD-ES（ユーイング肉腫）について共通する遺伝子変
異について検討したが、見つからなかったことから、今回検討した 50 種のがん遺伝子
についてはバイオマーカーにはならないと判断された。 
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図 28（左）. ZSTK474、パゾパニブおよびドキソルビシンの効果を比較する抗腫瘍試
験における相対腫瘍増殖率の変化と腫瘍組織の免疫染色図（前ページ） 
（A, B）ZSTK474（A）あるいはドキソルビシン（B）で処理し、SRB アッセイを実施
したときの MES-SA（実線）と MES-SA/Dx5（破線）の増殖曲線。 
（C, E）MES-SA を移植後 13 日目に（C）、MES-SA/Dx5 を移植後 15 日目に（E）マ
ウスを群分けし、それぞれ ZSTK474 を 400 mg/kg/day、パゾパニブを 200 mg/kg/day、
ドキソルビシンを 10 mg/kg/week の用量で投与した。腫瘍径の測定は 10 日目まで実施
した。**：p<0.01、 ***： p<0.001（Student’s t test による。いずれもコントロール群
との比較）▲は各薬剤の投与日を示す。MES-SA の ZSTK474 およびドキソルビシン投
与群は n=5、それ以外の群は n=6 で実施。MES-SA/Dx5 の ZSTK474 投与群は n=4、
コントロールおよびドキソルビシン投与群は n=5、パゾパニブ群は n=6 で実施。 
（D, F）MES-SA（D）および MES-SA/Dx5（F）の抗腫瘍試験後の摘出腫瘍組織を、
抗 p-S6（Ser235/236）抗体で免疫染色した。スケールバーは、100 μm を示す。 
（Oncotarget, 2018, 9 (80), 35141-61 の Figure 4E-H より一部改変して引用） 
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図 29. ZSTK474、パゾパニブおよびドキソルビシンの効果を比較する抗腫瘍試験に
おける組織免疫染色図 
（A）MES-SA および MES-SA/Dx5 の抗腫瘍試験後の摘出腫瘍組織を、血管のマーカ
ータンパク質である CD31 で免疫染色した。スケールバーは、100 μm を示す。 
（Oncotarget, 2018, 9 (80), 35141-61 の Supplementary Figure 5A より一部を引用） 
（B）MES-SA の各薬剤投与群の腫瘍組織を CD31 で免染後、組織全体を 7～8 の視野
に分けて撮影し、組織切片全体の CD31 陽性細胞の数をカウントした。一つのマークは
一視野の CD31 陽性細胞数を示す。**：p<0.01、（Student’s t test による）。 
（Oncotarget, 2018, 9 (80), 35141-61 の Figure 8 より一部改変して引用） 
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図 30. ZSTK474、パゾパニブおよびドキソルビシンの効果を比較する抗腫瘍試験に
おける PI3 キナーゼシグナルタンパク質の発現変化および cleaved-PARP の発現変化 
（A）MES-SA の抗腫瘍試験後の摘出腫瘍組織を cleaved-PARP に対する抗体でそれぞ
れ免疫染色を実施した。（B）cleaved-PARP、p-AKT（Ser473）、p-S6（Ser235/236）
および α-Tubulin の発現量をウエスタンブロットによって検出した。 
（C）MES-SA/Dx5 の抗腫瘍試験後の摘出腫瘍組織を cleaved-PARP に対する抗体でそ
れぞれ免疫染色を実施した。（D）cleaved-PARP、p-AKT（Ser473）、p-S6（Ser235/236）
および α-Tubulin の発現量をウエスタンブロットによって検出した。スケールバーは、
100 μm を示す。 
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3-2-3. ZSTK474 のユーイング肉腫細胞に対する効果 
3-2-3-1. ZSTK474 のユーイング肉腫細胞株に対する in vitro における効果 
3-2-1-3 の結果より、ZSTK474 の処理によってユーイング肉腫細胞株 RD-ES で顕著
にアポトーシスが誘導されたことから、特に PI3 キナーゼ阻害剤はユーイング肉腫に
対し有効である可能性が考えられた。そこで、ユーイング肉腫細胞に対する ZSTK474
の作用について詳しく検討するため、RD-ES と同様に EWSR1-FLI1 を有するユーイ
ング肉腫細胞株 A673 に対する ZSTK474 の効果を in vitro において検討することにし
た。 
図 31. ZSTK474 で処理した RD-ES と A673 における PI3 キナーゼシグナルタンパ
ク質および cleaved-PARP の発現量の変化 
（A, B）RD-ES（A）および A673（B）を ZSTK474 で無処理、1 μM、3 μM、10 μM
の ZSTK474 でそれぞれ 6 時間、24 時間、48 時間処理したときの p-AKT（Ser473）、
p-AKT（Thr308）、AKT、p-S6（Ser235/236）、S6、p-4E-BP1（Thr37/46）、4E-BP1、
cleaved-PARP および α-Tubulin の発現量をウエスタンブロットによって検出した。 
（Oncotarget, 2018, 9 (80), 35141-61 の Figure 5A、B より引用）  
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 まず、PI3 キナーゼシグナルに対する ZSTK474 の影響をウエスタンブロットにより
検討したところ、RD-ES と同様に A673 においても、PI3 キナーゼ下流シグナルにあ
る p-AKT（Ser473）、p-AKT（Thr308）、p-S6（Ser235/236）、p-4E-BP1（Thr37/46）
の発現が ZSTK474 の処理により低下した（図 31）。また、アポトーシスの指標である
cleaved-PARP の発現も、ZSTK474 の処理 6 時間後から認められた。  
 次に、ZSTK474 のユーイング肉腫細胞に対するアポトーシス誘導の有無についてヘ
キスト 33342 の核染色により検討した。A673 細胞のうちアポトーシスによる核の凝
集・断片化を起こしている細胞数をカウントし、全体の細胞数に対するアポトーシス細
胞数の割合を計算した。その結果、図 32 に示す通り、ZSTK474 の処理により A673 に
おいて核の凝集・断片化が認められた細胞数は濃度依存的に増加していた。以上の結果
から、ユーイング肉腫細胞株において ZSTK474 はアポトーシスを誘導したことが示さ
れた。 
 図 32. A673 細胞に対する ZSTK474 のアポトーシス誘導の有無 
未処理、3 μM および 10 μM の ZSTK474 で 48 時間処理した A673 細胞を固定後ヘ
キスト染色し、核の萎縮・断片化した細胞数をカウントし、全体の細胞数に対する割合
を計算した。試験は一度の実施である。 
3-2-3-2. 融合遺伝子 EWSR1-FLI1 の転写活性に対する ZSTK474 の作用 
ユーイング肉腫の原因融合遺伝子である EWSR1-FLI1 は、FOXO1、EZH2 等に対す
る転写因子として機能し、治療の標的として注目されている。siRNA による EWSR1-
FLI1 の発現抑制はユーイング肉腫細胞株 SK-ES において細胞増殖の抑制と細胞老化
を誘導したことが報告されている(96)ことから、ZSTK474 が EWSR1-FLI1 の転写活
性に影響を与えることでアポトーシスを誘導した可能性が考えられた。そこで、
ZSTK474 処理による EWSR1-FLI1 の転写活性への影響についてレポーターアッセイ
により検討した。 
EWSR1-FLI1 により転写調節を受ける Id2 遺伝子のプロモーター領域とホタルルシ
フェラーゼをコードしたプラスミドベクターを、RD-ES 細胞および A673 細胞にトラ
ンスフェクションし、ZSTK474 処理によるルシフェラーゼ活性の変化を検討した。そ
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の結果、いずれの細胞株においても Id2 の発現は ZSTK474 の処理濃度依存的に抑制傾
向にあり、10 μM の ZSTK474 処理により RD-ES 細胞で 41%、A673 細胞では 36%の
Id2 プロモーター活性が抑制された（図 33A、B）。一方、EWSR1-FLI1 を発現してい
ない骨肉腫HOS細胞では、Id2プロモーター活性の変化は確認されなかった（図33C）。
このことから、ZSTK474 は EWSR1-FLI1 の転写活性を抑制していることが示唆され
た。また、ZSTK474 を 1、3、10 μM でそれぞれ RD-ES 細胞と A673 細胞を処理した
時の Id2 タンパク質の変化をウエスタンブロットにより検討したところ、RD-ES 細胞
と A673 細胞では発現が低下していた。一方、HOS 細胞では発現がみられず、また発
現変化も認められなかった（図 33D）。以上の結果から、ZSTK474 による PI3 キナー
ゼの阻害により EWSR1-FLI1 の転写活性が抑制されることが示された。 
 
図 33. ユーイング肉腫細胞および骨肉腫細胞における、ZSTK474 の Id2 遺伝子プロ
モーター活性および Id2 発現に対する影響 
（A-C）0.1 μM、0.3 μM、3 μM、10 μM の ZSTK474 で 24 時間処理後の Id2 遺伝子
のプロモーター活性を RD-ES 細胞（A）、A673 細胞（B）、HOS 細胞（C）においてル
シフェラーゼアッセイにより検討した。 
（D）未処理および 1 μM、3 μM、10 μM の ZSTK474 で 24 時間処理したときの RD-
ES、A673、HOS における Id2 の発現量をウエスタンブロットにより検出した。 
（Oncotarget, 2018, 9 (80), 35141-61 の Figure 5C を一部改変して引用） 
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3-2-3-3. ZSTK474 のユーイング肉腫細胞株に対する in vivo における効果 
 次に、ユーイング肉腫に対する PI3 キナーゼ阻害剤の in vivo における効果を検討し
た。RD-ES 細胞は in vivo において安定して腫瘍を形成しなかったため、ZSTK474 投
与による抗腫瘍効果を評価することができなかった。そこで A673 細胞を用いてユーイ
ング肉腫モデルマウスを作製し、これを用いて ZSTK474 の抗腫瘍効果を評価した。 
  
図 34. ユーイング肉腫細胞 A673 に対する ZSTK4741 の in vivo における効果 
（A）A673を移植後11日目にマウスを群分けし、それぞれZSTK474を400 mg/kg/day、
の用量で投与した。腫瘍径の測定は 14 日目まで実施した。**：p<0.01（Mann-Whitney 
U test による。いずれもコントロール群との比較）。▲は各薬剤の投与日を示す。スケ
ールバーは、100 μm を示す。各群とも n=6 で実施。 
（B）試験終了後に摘出腫瘍組織から抽出したタンパク質を用いて cleaved-PARP、p-
AKT（Ser473）、AKT、p-S6（Ser235/236）、S6、p-4E-BP1（Thr37/46）、4E-BP1 お
よび α-Tubulin の発現量をウエスタンブロットによって検出した。 
（C）試験後の摘出腫瘍組織を cleaved-PARP に対する抗体で免疫染色を実施した。ス
ケールバーは、100 μm を示す。（Oncotarget, 2018, 9 (80), 35141-61 の Figure 6 より
一部改変して引用） 
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その結果、ZSTK474 は A673 に対し抗腫瘍効果を示した（図 34A）。投与 14 日目の腫
瘍サンプルを用いて、PI3 キナーゼシグナルタンパク質の発現レベルの変化をウエスタ
ンブロットにより検討したところ、p-AKT（Ser473）、p-S6（Ser235/236）の発現が
ZSTK474 投与群において低下していた（図 34B）。p-4E-BP1（Thr37/46）の発現レベ
ルに変化はみられなかった。続いてアポトーシスのマーカーである cleaved-PARP の発
現を確認したところ、ZSTK474 投与群の腫瘍において発現の顕著な上昇が認められた
（図 34B）。免疫染色の結果からも、cleaved-PARP 陽性細胞数が増加していたことか
ら（図 34C）、ZSTK474 はユーイング肉腫モデルマウスにおいて PI3 キナーゼシグナ
ルの抑制およびアポトーシスの誘導により抗腫瘍効果を示したことが示唆された。 
（考察） 
 アポトーシスを誘導したユーイング肉腫の原因融合遺伝子である EWSR1-FLI1 は、
N末に転写活性ドメインをもつEWSR1と、RNA結合ドメインのあるC末部位の FLI1
から構成された融合タンパク質を発現する。EWSR1、FLI1 ともに転写因子として機能
するが、特に FLI1 を制御する N 末部位が EWSR1 と融合することで失われ、FOXO1、
EZH2 等に対する異常な転写因子として機能し標的となる遺伝子の発現を促進する。こ
のことから EWSR1-FLI1 は治療の標的としても注目されており、アンチセンス RNA
や siRNAによる EWSR1-FLI1の発現抑制はユーイング肉腫細胞株 SK-ES において細
胞増殖の抑制や細胞老化を誘導したことが報告されている(10,97)。また、EWSR1-FLI1
の RNA ヘリカーゼとの結合を阻害する薬剤 YK-4-279 は、ユーイング肉腫家族性腫瘍
細胞にアポトーシスを誘導した(14)。本検討で、ZSTK474 処理による EWSR1-FLI1 の
転写活性への影響についてレポーターアッセイにより検討したところ、転写活性を抑制
したことが示された。ユーイング肉腫細胞では、EWSR1-FLI1 の転写活性の抑制およ
び PI3 キナーゼシグナルの抑制による G1 アレスト・アポトーシス誘導作用と相加的に
作用したことで、他の肉腫よりも ZSTK474 に対する感受性が高くなった可能性が考え
られる。また、本検討では in vivo においても ZSTK474 がユーイング肉腫に対して抗
腫瘍効果を示し、アポトーシスを誘導していた。in vivo において汎 PI3 キナーゼ阻害
薬が肉腫細胞でアポトーシスを誘導した報告は確認した限りではこれまでなく、後述の
胞巣型横紋筋肉腫と同様に効果が期待される。 
PI3 キナーゼ阻害剤がアポトーシスシグナルのどの部分に影響しているかについて
は本検討でウエスタンブロットにより予備的に検討したが、詳しい機序はまだ分かって
いない（図 35）。リン酸化した BAD は、ミトコンドリア膜に結合する Bcl-xL もしくは
Bcl-2 と結合することで膜から乖離させ、ミトコンドリアよりシトクロム C が分泌され
てアポトーシスを誘導するとされるが(98,99)、PI3 キナーゼ阻害剤による明確な BAD
のリン酸化は認められなかった。また、IAP ファミリーの XIAP は caspase 9 と結合
することで caspase 9 の断片化を抑制しアポトーシスを阻害するが(100)、cleaved-
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caspase 9 の発現が cleaved-PARP の発現と同じタイミング・処理濃度で変化していた
ことから、PI3 キナーゼ阻害剤は XIAP の活性に対し影響を与えないことが示唆され
た。また XIAP 自体の発現量も変化させなかった。今後、別の抗体や標的を検討するこ
とも含め、詳しく検討する予定である。 
今回検討したユーイング肉腫の動物移植モデルはA673のみである。がん腫と異なり、
米国におけるユーイング肉腫の全年齢の発生率は 100 万人に一人と非常に稀であり、
研究資材に乏しい。ユーイング肉腫のモデルとしてはこの他、患者腫瘍組織移植モデル
やユーイング肉腫の発生母地として同定された骨・軟骨の前駆細胞である胎児性表層体
細胞に EWSR1-FLI1 を導入した細胞による移植モデル(101)が開発され、治療薬の開発
に利用され始めている。今後、汎 PI3 キナーゼ阻害剤に関しても、これらのモデルによ
り有効性を検討していく必要があると考えられる。 
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図 35. ZSTK474 で処理した RD-ES、A673 および SJCRH30 におけるアポトーシス関
連タンパク質およびシグナル関連タンパク質の発現変化 
（A-C）RD-ES（A）、A673（B）および SJCRH30（C）を ZSTK474 で無処理、1 μM、
3 μM、10 μM の ZSTK474 でそれぞれ 6 時間、24 時間、48 時間処理したときの p-BAD
（Ser136）、BAD、cleaved-caspase 9、XIAP、p-S6（Ser235/236）、S6、cleaved-PARP
および α-Tubulin の発現量をウエスタンブロットによって検出した。 
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3-2-3-4. ZSTK474 の滑膜肉腫、横紋筋肉腫に対するアポトーシス誘導と抗腫瘍効果 
 ZSTK474 が融合遺伝子をもつユーイング肉腫細胞 RD-ES に対して、アポトーシス
を誘導することが確認されたことから、他の融合遺伝子をもつ肉腫に対する抗腫瘍効果
を検討した。滑膜肉腫は、融合遺伝子 SS18-SSX をもつ肉腫として報告されている。先
の肉腫細胞株パネルにて検討した SW982 は滑膜肉腫細胞由来とされているが、この融
合遺伝子を有していないことから、新たに滑膜肉腫細胞株 SYO-1、Aska-SS、Yamato-
SS の 3 細胞株を入手し、ZSTK474 の抗腫瘍活性を確認した。SYO-1 は SS18-SSX2
を、Aska-SS、Yamato-SS は SS18-SSX1 をそれぞれ発現している。 
 まず、in vitro において ZSTK474 によるアポトーシス誘導の有無を検討した。
cleaved-PARPの発現をウエスタンブロットにて検討した結果、3細胞株の中ではAska-
SS でもっとも低い ZSTK474 の処理濃度で cleaved-PARPの発現が誘導されていた（図
36B）。Yamato-SS もまた、Aska-SS よりも高い濃度ではあるが 3 μM の ZSTK474 の
処理で cleaved-PARP の発現がみられた（図 36C）。SYO-1 はいずれの処理濃度でも処
理後 24 時間で cleaved-PARP の発現が認められた（図 36A）。また SS18-SSX の発現
レベルの変化も検討したが、ZSTK474 の処理により SYO-1 および Aska-SS で発現が
低下していた。 
リン酸化シグナルタンパク質の発現低下と、cleaved-PARP の発現のタイミングを比
較したが、Aska-SS では同時、他の 2 株ではリン酸化タンパク質の発現低下の後に
cleaved-PARP の発現がみられた。 
 次に、ZSTK474 の SYO-1 移植モデルマウスに対する抗腫瘍効果について検討した。
その結果、ZSTK474 は強い抗腫瘍効果を示した（図 37A）。ZSTK474 の投与により、
腫瘍中の p-4E-BP1（Thr37/46）の発現量は低下傾向であることが、また p-AKT（Ser473）
およびp-S6（Ser235/236）については発現の低下が確認された。（図37B）。また、cleaved-
PARP の発現が顕著に認められ、in vivo におけるアポトーシスの誘導が示唆された。 
 横紋筋肉腫細胞 SJCRH30 を含む胞巣型横紋筋肉腫では、融合遺伝子 PAX3-FOXO1
の発現が報告されている。3-2-2-3 に前述した通り、ZSTK474 の処理により in vitro に
おいて SJCRH30 では顕著にアポトーシスが誘導された。また、SJCRH30 の in vivo
移植モデルマウスにおける検討から移植腫瘍においてもZSTK474はアポトーシスを誘
導したことから、これら融合遺伝子をもつ肉腫において ZSTK474 が有効である可能性
が示唆された。そこで、PAX3-FOXO1 の発現が ZSTK474 によって変化するかをウエ
スタンブロットにより検討した（図 38）。PAX3-FOXO1 の発現は、未処理の細胞では
培養時間依存的に低下したが、これは細胞増殖により細胞密度が高くなったため、通常
の増殖シグナルが抑制されたことが原因と考えられた。ZSTK474 の処理により、PAX3-
FOXO1 の発現量の変化はみられなかったが、バンドサイズが低い分子量へとシフトし
ており、脱リン酸化が誘導されている可能性が考えられた。また、処理 6 時間後および
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24 時間後では FOXO1 のバンドがコントロールと比較し小さい分子量へとシフトして
いた。 
図 36. ZSTK474 で処理した SYO-1、Aska-SS、Yamato-SS における PI3 キナーゼ
シグナルタンパク質および cleaved-PARP の発現量の変化 
（A）SYO-1 を ZSTK474 で無処理、1 μM、3 μM、10 μM の ZSTK474 でそれぞれ 6
時間、24 時間、48 時間処理したときの p-AKT（Ser473）、p-AKT（Thr308）、AKT、
p-S6（Ser235/236）、S6、p-4E-BP1（Thr37/46）、4E-BP1、cleaved-PARP、SS18 お
よび α-Tubulin の発現量をウエスタンブロットによって検出した。 
（B-C）Aska-SS（B）を無処理、0.01 μM、0.1 μM、1 μM、10 μM の ZSTK474 で、
Yamato-SS（C）を無処理、1 μM、3 μM、10 μM の ZSTK474 で、それぞれ 48 時間処
理したときの p-AKT（Ser473）、p-AKT（Thr308）、AKT、p-S6（Ser235/236）、S6、
p-4E-BP1（Thr37/46）、4E-BP1、cleaved-PARP、SS18 および α-Tubulin の発現量を
ウエスタンブロットによって検出した。 
（Oncotarget, 2018, 9 (80), 35141-61 の Figure 7A、B より引用） 
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 図 37. 滑膜肉腫細胞 SYO-1 に対する ZSTK474 の in vivo における効果 
 （A）A673を移植後11日目にマウスを群分けし、それぞれZSTK474を400 mg/kg/day
の用量で投与した。腫瘍径の測定は 14 日目まで実施した。*：p<0.05（Welch t test に
よる。いずれもコントロール群との比較）。▲は各薬剤の投与日を示す。コントロール
群は n=4、ZSTK474 投与群は n=6 で実施。 
（B）試験終了後に摘出腫瘍組織から抽出したタンパク質を用いて cleaved-PARP、p-
AKT（Ser473）、AKT、p-S6（Ser235/236）、S6、p-4E-BP1（Thr37/46）、4E-BP1 お
よび α-Tubulin の発現量をウエスタンブロットによって検出した。（Oncotarget, 2018, 
9 (80), 35141-61 の Figure 7C、D より改変して引用） 
図 38. ZSTK474 で処理した SJCRH30 における PI3 キナーゼシグナルタンパク質お
よび cleaved-PARP の発現量の変化 
SJCRH30 を ZSTK474 で無処理、1 μM、3 μM、10 μM の ZSTK474 でそれぞれ 6
時間、24 時間、48 時間処理したときの p-AKT（Ser473）、p-AKT（Thr308）、AKT、
p-S6（Ser235/236）、S6、p-4E-BP1（Thr37/46）、4E-BP1、cleaved-PARP、FOXO1
およびα-Tubulinの発現量をウエスタンブロットによって検出した。（Oncotarget, 2018, 
9 (80), 35141-61 の Supplementary Figure 6 より一部改変して引用） 
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（考察） 
ユーイング肉腫と同様に、すべての滑膜肉腫においては融合遺伝子 SS18-SSX1 もし
くは SS18-SSX2 が認められている。発生母地と考えられている筋繊維芽細胞(102)にお
いて SS18-SSX がポリコーム遺伝子を抑制することで(11,12)、細胞増殖を負に制御し
ている COM1 遺伝子の発現を直接抑制することが報告されているが(103)、その詳しい
発がん機序についてはほとんど報告がない。SS18-SSX の抑制により、滑膜肉腫細胞に
おいてアポトーシスが誘導されることが報告されているが(13)、ZSTK474 の処理によ
り、SYO-1 および Aska-SS において SS18-SSX の発現の低下がみられた一方で、
Yamato-SS においては変化がなかった。この結果から、ZSTK474 による滑膜細胞での
アポトーシス誘導は、SS18-SSX の抑制だけが直接の原因ではないことが考えられた。
PI3 キナーゼ阻害が SS18-SSX に対しどのような影響を与えているかについては、今後
詳細な検討が必要だが、ZSTK474 は滑膜肉腫において in vitro、in vivo ともにアポト
ーシスを誘導したことから、SS18-SSX を有する滑膜肉腫に有効である可能性がある。 
また、横紋筋肉腫細胞株 SJCRH30 において ZSTK474 はドキソルビシンやパゾパニ
ブよりも高頻度にアポトーシスを誘導していた。SJCRH30 は胞巣型横紋筋肉腫に分類
されるが、この横紋筋肉腫ではおよそ 75%で融合遺伝子 PAX3-FOXO1 を有している
ことが報告されている(104)。PAX3-FOXO1 は、PAX3 の機能を重複するだけでなく、
がん抑制に作用する転写因子 FOXO1 を抑制することでがん化に寄与していると考え
られていることから、治療の標的としてこの融合遺伝子およびその制御分子が注目され
ている。残念ながら PAX3-FOXO1 そのものを標的とした治験薬の候補はまだ見出され
てはいない。例えば、PLK1 は Ser503 のリン酸化により PAX3-FOXO1 を安定化させ、
PAX3、FOXO1 自体よりも転写活性を上昇させることが知られている(105,106)。この
PLK1 の阻害剤は、PAX3-FOXO1 の転写活性を阻害し、横紋筋肉腫細胞の移植モデル
マウスにおいて有効性を示したことが報告されている(107)。PI3 キナーゼ阻害剤の
PAX3-FOXO1 の転写活性に対する影響については検討された報告がないが、本検討で、
ZSTK474 の処理により PAX3-FOXO1 のバンドが低い分子量へとシフトしていたこと
から、PAX3-FOXO1 の脱リン酸化が誘導された可能性が考えられた。つまり PAX3-
FOXO1 が安定せず転写活性が低下したことで、より強い増殖抑制効果およびアポトー
シスの誘導を示したものと考えられた。また、がん抑制に機能する FOXO1 は AKT に
よるリン酸化によってプロテアソーム分解を受けることが報告されている(108)。ウエ
スタンブロットの結果から、ZSTK474 の処理 6 および 24 時間後の FOXO1 が脱リン
酸化された可能性が考えられた。つまり、PI3 キナーゼ阻害剤は AKT を阻害すること
で正常な FOXO1 を安定化させている可能性がある。これらの二つの作用から、PI3 キ
ナーゼ阻害剤は PAX3-FOXO を有する横紋筋肉腫において有効であることが考えられ
た。 
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4. 結語 
本論文では、治療の選択肢の少ない肉腫について、新しい治療薬を見出すための検討、
およびその候補と考えられた PI3 キナーゼ阻害剤の in vitro および in vivo における有
効性の検討を実施し、その結果と考察について述べた。 
2 章において、これまでに肉腫で使用されてきた抗がん剤の他、肉腫を対象として臨
床試験が実施されている化学療法剤、そして分子標的薬、阻害剤の肉腫細胞に対する効
果を比較するため、肉腫細胞株パネルを構築し、増殖阻害効果を比較した。また、どの
ような肉腫細胞にどの薬剤が特に有効かを検討するため、遺伝子変異情報やシグナル伝
達タンパク質の発現量を検討した。その結果、肉腫細胞においても固形がん細胞と同様
に、遺伝子変異の有無とその遺伝子変異を対象とした分子標的薬の増殖阻害効果には明
確な相関があることを見出した。今回の検討では BRAF（V600E）阻害剤が BRAF
（V600E）に、また MEK 阻害剤が KRAS（G12V）および NRAS（Q61K、Q61H）に
対して有効であったが、こうした変異のある肉腫患者に対しては積極的に対象薬を使用
していく必要があると言える。 
肉腫細胞株パネルによる増殖阻害試験の結果のクラスター解析により、PI3 キナーゼ
シグナルの阻害剤が、他の作用機序の薬剤とは異なるグループに分類され、新規の肉腫
に対する治療薬として期待された。しかしながら、すべての細胞株に対し強い増殖阻害
作用がみられたことから、遺伝子変異情報およびシグナル伝達タンパク質の発現量の結
果ではバイオマーカーは同定できなかった。 
そこで続く 3 章では、PI3 キナーゼ阻害剤に注目し、汎 PI3 キナーゼ阻害剤 ZSTK474
の肉腫細胞における効果とその機序を in vitro および in vivo において検討した。
ZSTK474 は、in vitro では G1 アレストおよび一部の細胞株でアポトーシスを誘導し、
in vivo においても強い増殖阻害効果を示し、移植腫瘍においてもアポトーシスを誘導
した。また、多剤耐性の原因となる MDR1 を過剰発現する肉腫細胞株 MES-SA/Dx5 に
対しても ZSTK474 は効果を示した。このように様々な肉腫細胞に対して抗腫瘍効果を
示し、MDR1 の基質にならないことから、ZSTK474 は化学療法に耐性となった肉腫に
対しても適用可能な薬剤となると期待される。 
化学療法剤の長期投与による MDR1 過剰発現による耐性獲得が知られる一方、ゲフ
ィチニブ等のプロテインキナーゼ阻害剤は長期投与により、ゲートキーパー部位の遺伝
子変異から耐性を獲得することが報告されてきた。しかしながら、意図的に PI3 キナー
ゼのゲートキーパー部位に変異を入れた細胞を作製しても、PI3 キナーゼ阻害剤に対し
て耐性は認められなかった(109)。また、臨床試験においても遺伝子変異による耐性獲
得の報告は知られていない。ヒトで使用する上で耐性となる遺伝子変異の探索は、今後
の課題になると言える。一方、礒山らによって PI3 キナーゼ阻害剤の長期暴露により、
細胞が PI3 キナーゼ阻害剤に対し一時的な耐性となることが報告されている(110)。こ
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の方法で作製された耐性細胞株では、PI3 キナーゼシグナルの上流にある IGF-1R の過
剰発現が誘導され、それにより PI3 キナーゼ阻害剤に対して耐性となる。この耐性株は
IGF-1R に対する阻害剤を併用することで、PI3 キナーゼ阻害剤が有効となることが分
かっていることから、PI3 キナーゼの上流にある受容体キナーゼに対する阻害剤と併用
することで PI3 キナーゼ阻害剤への耐性を緩和することが可能となるものと考えられ
た。 
これまでの固形がんにおける検討で、ZSTK474 を含めた汎 PI3 キナーゼ阻害剤の投
与により、in vivo において強くアポトーシスが誘導された報告は、知る限りではない。
そこで章の後半では、アポトーシスを誘導した肉腫細胞にみられる特徴として、融合遺
伝子に注目した。 
融合遺伝子は対象肉腫の診断の指標となってはいるが、その肉腫の発症への関与は分
かっていないことが多い。本検討では、汎 PI3 キナーゼ阻害剤の融合遺伝子への効果に
ついて深く踏み込むことはできていないが、ユーイング肉腫細胞における EWSR1-
FLI1 に対する転写活性の抑制や、一部の滑膜肉腫細胞における SS18-SSX の発現の抑
制、そして胞巣型横紋筋肉腫の PAX3-FOXO1 の脱リン酸化を誘導している可能性など
を見出した。いずれも、発症機序の異なる肉腫の原因融合遺伝子と考えられることから、
今後詳細な検討が必要であるが、このように汎 PI3 キナーゼ阻害剤が融合遺伝子に影
響を与えることを示したのは本検討が初めてのことであり、意義があると考えられる。 
肉腫の中でも患者が多いとされる脂肪肉腫の一つに、myxoid liposarcoma（粘液型脂
肪肉腫）があり悪性度が高く問題とされているが、この粘液型脂肪肉腫も融合遺伝子を
高頻度に持つ肉腫として報告されている。本検討で確立した肉腫細胞株パネルにある脂
肪肉腫細胞株 SW872 は、粘液型脂肪肉腫と同定されていないため、粘液型脂肪肉腫に
対する効果は分かっていない。しかしながら、粘液型脂肪肉腫に認められる融合遺伝子
FUS-CHOP は、TET ファミリータンパク質 FUS と DNA 結合ドメインを持つタンパ
ク質 CHOP の融合遺伝子で、EWSR1-FLI1 と同様に異常な転写因子として機能する
(4)とされ、ユーイング肉腫と同様に効果が期待できる可能性がある。 
米国での第 I 相臨床試験において、ZSTK474 は肉腫の患者 4 名のうち 3 名で病態安
定を示した(54)。この被験者らの肉腫における融合遺伝子の有無の情報は不明であるが、
例えば被験者の一人で診断された血管肉腫では融合遺伝子の存在が報告されている
(111)。本検討から、融合遺伝子を持つ肉腫に対して ZSTK474 が特異的にアポトーシ
スを誘導し、in vivo において非常に高い抗腫瘍効果を示したことから（図 39）、
ZSTK474 は融合遺伝子に依存した肉腫に対して特に効果を示すと考えられた。
ZSTK474 による融合遺伝子の転写活性抑制がアポトーシスの誘導にどのように関わる
かについては今後詳しい検討をする必要がある。これら融合遺伝子と PI3 キナーゼの
関係についての報告はこれまでにないことから、同じ汎 PI3 キナーゼ阻害剤であるピ
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クチリシブやブパルリシブなどの他の PI3 キナーゼ阻害剤においても同様の効果が認
められるか、今後検討していきたい。 
また、今回は使用した移植モデルの性質上、原発巣の肉腫に対する効果しか評価でき
ていないが、転移がみられる患者に対しても化学療法は適用されることから、転移巣に
おいても薬剤が有効であるかどうか今後検討すべき課題であると考えられる。肉腫の場
合、ほとんどの転移臓器は肺である。これまでに、高転移細胞株 LM8 の皮下移植によ
る骨肉腫細胞の肺転移モデルマウスや(112)、in vivo イメージングシステムで観察可能
な蛍光タンパク質を発現させたHT-1080の尾静脈注射による肺転移モデルマウス(113)
が構築されており、これらのような系を用いて転移腫瘍に対する PI3 キナーゼ阻害剤
の有効性を検討していきたい。 
以上のことから、ZSTK474 のような汎 PI3 キナーゼ阻害剤は、融合遺伝子を持つ肉
腫に対して有効な治療薬となる可能性があり、今後の開発が期待される。 
図 39. 肉腫細胞移植マウスモデルにおける ZSTK474 の抗腫瘍効果のまとめ 
MES-SA、MES-SA/Dx5、SK-UT-1、SYO-1、SJCRH30 および A673 の移植モデル
マウスにおける ZSTK474 投与での抗腫瘍効果を T/C（Treated/ Control ratio; コント
ロール群の平均腫瘍体積を 100%としたときの投薬群の平均腫瘍体積の割合）として計
算し、融合遺伝子の有無の情報とともに示した。（Oncotarget, 2018, 9 (80), 35141-61
の Supplementary Figure 7 より一部改変して引用）  
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5. 表 
表 1. クラスⅠPI3 キナーゼのサブタイプの種類と染色体上の場所、発現部位と主な機
能 
 
  
型
触媒
サブユニット
制御
サブユニット
染色体 発現 主な役割
IA
p110
P85
P85
P55
P55
P50
3q26.3
（癌で機能獲得型
変異）
全身性
細胞増殖、生存
糖代謝
p110 3q22.3 全身性
細胞増殖、生存
糖代謝
p110 1p36.2 骨髄
薬剤耐性
炎症反応・免疫系
IB p110 P101 7q22.3 骨髄
抗アポトーシス
炎症反応・免疫系
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表 2. 開発されてきた主な PI3 キナーゼ阻害剤とその第Ⅰ相試験情報のまとめ 
 
＊PI3 キナーゼ経路が活性化している（遺伝子に変異および増幅が見られる等）患者を
登録対象としている。 
  
作用機序 化合物名 開発会社 投薬経路
投薬スケジュール
（28日間）
最大耐量
（未定の場合は
最大投与量）
用量制限毒性
発生頻度の
高かった
治験薬由来の
有害事象
予備的な有効性
評価
（総被験者数）
NVP-BEZ235
（ダクトリシブ）
Novartis
International AG
経口 4 wk on
1600 mg
（最大投与量）
血小板減少症、
疲労感、下痢、
高血糖、粘膜炎
下痢、悪心、
疲労感、嘔吐、
口内炎
SD=6
(total 15)
50 mg
(1日2回)
発疹、悪心、
嘔吐、低リン
血症、食欲不振
（1日2回）
90 mg
(1日1回)
QD: ECG異常、
発疹、疲労感、
運動障害
（1日1回）
SF1126 Semafore 静注 4 wk on
1100 mg
（最大投与量）
下痢
悪心、嘔吐、
下痢、発熱、
疲労感
SD=19
(total 39)
GDC-0980
（アピトリシブ）
Genentech inc. 経口 3 wk on/ 1wk off 50 mg
高血糖、斑点状
丘疹
疲労感、下痢、
発疹、悪心、
食欲不振
SD=16
(total 42)
GSK458
（オミパリシブ）
GSK 経口 4 wk on 2.5 mg 下痢
疲労感、下痢、
悪心、高血糖
PR=4, SD=8
(total 34)
PF-04691502 Pfizer Inc. 経口 3 wk on/ 1wk off 8 mg 高血糖、発疹
疲労感、悪心、
発疹、食欲
不振、嘔吐、
高血糖
SD=5
(total 33)
BAY80-6946
（コパンリシブ）
Bayer AG 静注 Day1, 8, 15 on 0.8 mg/ Kg
左室駆出率
低下、心虚血、
肝機能障害
高血糖、貧血、
下痢、
悪心/嘔吐
SD=7
(total 17)
ZSTK474
Zenyaku Kogyo
Co., Ltd.
経口 3 wk on/ 1wk off 150 mg 下痢
下痢、食欲
不振、悪心、
嘔吐
SD=9
(total 39)
XL147
（ピララリシブ）
Exelixis, Inc.⇒
Sanofi S. A.
経口
3 wk on/ 1wk off
もしくは4 wk on
600 mg 発疹、過敏症
悪心、疲労感、
下痢、発疹、咳
PR=1,SD=15
(total=43)
330-450 mg
(1日2回)
血小板減少症、
高血糖
（1日2回）
330-400 mg
（1日1回）
悪心、疲労感、
筋肉痛、発疹
（1日1回）
PX866 Oncothyreon、Inc. 経口
Day 1-5, 8-12 on
もしくは4 wk on
12 mg or 8 mg 下痢
下痢、悪心、
嘔吐、食欲
不振、疲労感
SD=8
(total 19)
BKM120
（ブパルリシブ）
Novartis
International AG
経口 4 wk on 100 mg
高血糖、皮疹、
上腹部痛、気分
障害、関節痛
疲労感、食欲
不振、下痢、
高血糖、悪心
PR=1, SD=30
(total 66)
1日1回：96 mg
（最大投与量）
不明
1日2回：72 mg
（最大投与量）
LFTの上昇、
疲労感
（1日2回）
PI3K-δ
特異的
GS-1101
（イデラリシブ）
Calistoga
Pharmaceuticals,
Inc.⇒
Gilead Sciences,
Inc.に買収
経口 4 wk on
350 mg
（最大投与量）
不明
好中球減少、
肺炎、貧血、
発熱性好中球
減少
PR&SD=36
(total 55)
PI3K-α
特異的
BYL719
（アルペリシブ）
Novartis
International AG
経口 4 wk on 400 mg 高血糖、悪心
高血糖、悪心、
疲労感、食欲
不振、下痢、
嘔吐
PR=3SD=27
(total 54*)
PI3K-α
特異的
PF05212384
（ゲダトリシブ）
Pfizer Inc. 静注 1/ weekly 154 mg
粘膜炎、トランス
アミナーゼ
上昇、発疹、
高血糖
粘膜炎、悪心、
疲労感、発疹、
高血糖
SD=12
(total 47*)
PI3K
PR=1,SD=8
(total=42)
CH5132799
Chugai
Pharmaceutical
Co., Ltd.
経口 4 wk on
下痢、悪心、
疲労感、口内炎
SD=5
(total 31)
4 wk on もしくは
3 wk on 1wk off
経口Genentech inc.
GDC-0941
（ピクチリシブ）
悪心、下痢、
疲労感、嘔吐、
発疹
経口 4 wk on
悪心、下痢、
食欲不振、
嘔吐、肝機能
障害
SD=19
(total 75)
PI3K, mTOR
XL765
（ヴォクタリシブ）
Exelixis, Inc.⇒
Sanofi S. A.
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表 3. 肉腫細胞株パネルを構成する細胞株名と ATCC が推奨する培地 
  
細胞株名 由来 培地
HT-1080 線維肉腫 10% FBS-Eagle's MEM
SW684 線維肉腫 10% FBS-Leibovitz's L-15
GCT 巨細胞腫（線維性組織球腫） 10% FBS-McCoy's 5A
SK-UT-1 平滑筋肉腫 10% FBS-MEM
SJCRH30 横紋筋肉腫 10% FBS-RPMI1640
RD 横紋筋肉腫 10% FBS-DMEM
HOS 骨肉腫 10% FBS-Eagle's MEM
KHOS-240S 骨肉腫 10% FBS-Eagle's MEM
Saos-2 骨肉腫 15% FBS-McCoy's 5A
SW872 脂肪肉腫 10% FBS-Leibovitz's L-15
SW982 滑膜肉腫 10% FBS-Leibovitz's L-15
SW1353 軟骨肉腫 10% FBS-Leibovitz's L-15
MES-SA 子宮肉腫 10% FBS-McCoy's 5A
RD-ES ユーイング肉腫 15% FBS-RPMI1640
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表 4. ウエスタンブロットに使用した抗体の抗原、メーカー名、製品番号、希釈率およ
び抗原の分子量のリスト 
 
  
抗原 メーカー Cat. No. 分子量（KDa） 希釈率
p-Akt (Ser473) Cell signaling technology #4060 60 1:1000
p-AKT (Thr308) Cell signaling technology #13038 60 1:1000
AKT (pan) Cell signaling technology #4691 60 1:1000
p-S6 (Ser235/236) Cell signaling technology #4858 32 1:1000
S6 Cell signaling technology #2217 32 1:1000
4E-BP Cell signaling technology #9452 15-20 1:1000
p-4E-BP Cell signaling technology #2855 15-20 1:1000
PTEN Cell signaling technology #9188 54 1:1000
cleaved-PARP (Asp214) Cell signaling technology #5625 89 1:500-1000
（ロットによってばらつきあり）
p-IGF-1R (Tyr1135/1136) Cell signaling technology #3024 95 1:1000
IGF-1R abcam #172965 95 1:10000
p-MEK (1/2) (Ser217/221) Cell signaling technology #9121 45 1:1000
p-ERK (1/2) (Thr202/Tyr204) Cell signaling technology #4370 44, 42 1:1000
α-Tubulin Sigma-Aldrich T5168 50 1:2000
p-BAD (Ser136) Cell signaling technology #4366 23 1:500
BAD Becton, Dickinson and Company BD610391 23 1:1000
cleaved-caspase 9 Cell signaling technology #9505 35 1:500
XIAP Cell signaling technology #14334 53 1:500
Id2 Cell signaling technology #3431 15 1:1000
SS18 Cell signaling technology #21792 72, 60 1:500
FOXO1 Cell signaling technology #2880 78-82 1:1000
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表 5. Ion AmpliSeq Cancer Hotspot Panel v2 で検出可能な変異遺伝子のリスト 
  
ABL1 ALK ATM CDH1 CSF1R
EGFR ERBB4 FBXW7 FGFR2 FLT3
GNAS HNF1A IDH1 JAK3 KDR
KRAS MLH1 NOTCH1 NRAS PIK3CA
PTPN11 RET SMARCB1 SRC TP53
AKT1 APC BRAF CDKN2A CTNNB1
ERBB2 EZH2 FGFR1 FGFR3 GNA11
GNAQ HRAS JAK2 IDH2 KIT
MET MPL NPM1 PDGFRA PTEN
RB1 SMAD4 SMO STK11 VHL
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表 6. 各肉腫細胞の Amplicon シークエンシングの結果のリスト 
 
Sarcoma cell line gene mutations COSMIC Mutation ID
HT-1080 IDH1 (R132C) COSM28747
NRAS (Q61K) COSM580
PDGFR-A (S566_E571>K COSM12417
PTEN (Unknown) COSM5907
TP53 (G105fs*18) COSM45801
 HRAS (H27H) COSM249860
SW684 APC (E1494fs*19) COSM19349
CDKN2A (P114L) COSM12476
TP53 (R213*, R120*, R81*,
G105fs*18, R342fs*3, R213fs*34)
COSM99618,COSM99615, COSM10654,
COSM99617, COSM99616, COSM45801,
COSM45639, COSM43795, COSM18597,
COSM43807
Giant cell sarcoma GCT BRAF (V600E) COSM476
JAK3 (V221I) COSM34213
TP53 (R248W, N247N, R155W) COSM6545, COSM120007, COSM120005,
COSM10656, COSM44428, COSM120006
HRAS (H27H) COSM249860
Leiomyosarcoma SK-UT-1 APC (Q1096*) COSM13872
PIK3CA (R88Q) COSM746
SMARCB1 (unknown) COSM1090
TP53 (R175H, R248Q, R82H, R43H,
R155Q)
COSM99914, COSM99022, COSM10648,
COSM99602, COSM99020, COSM10662,
COSM99024, COSM99023, COSM99021
VHL (L128fs*31) COSM14415
HRAS (H27H) COSM249860
Rhabdomyosarcoma (alveolar) SJCRH30 KIT (M541L) COSM28026
PDGFRA (V824V, S566_E571>K) COSM22413, COSM12417
TP53 (R273C, R280S, Y205C) COSM99933, COSM44171, COSM43947,
COSM10659
RD NRAS (Q61H) COSM585
KIT (M541L) COSM28026
PTEN (unknown) COSM5907
HRAS (H27H) COSM249860
TP53 (G105fs*18, R248fs*97,
M246_P250delMNRRP, R248W,
R155W)
COSM45801, COSM45116, COSM44664,
COSM120007, COSM120005, COSM10656,
COSM120006
HOS TP53 (R156R, V157fs*13) COSM10760, COSM44301, COSM43710
PDGFRA (S566_E571>K) COSM12417
HRAS (H27H) COSM249860
KHOS-240S TP53 (V157fs*13, R156P) COSM43710, COSM10760
HRAS (H27H) COSM249860
Saos-2 PDGFR-A (S566_E571>K) COSM12417
Liposarcoma SW872 APC (E1494fs*19) COSM19349
BRAF (V600E) COSM476
CDKN2A (P135L, R80*) COSM99935, COSM99191, COSM13524,
COSM12475
PDGFRA (V824V, S566_E571>K) COSM22413, COSM12417
TP53 (T253A,  I251del, I251N,
I251_T253delIL)
COSM45322, COSM44650, COSM11374,
COSM44457
Synovial sarcoma SW982 BRAF (V600E) COSM476
PDGFRA (S566_E571>R) COSM12418
Chondrosarcoma SW1353 CDKN2A (unknown) COSM12539
IDH2 (R172S) COSM34090
KIT (M541L) COSM28026
KRAS (G12V) COSM520
SMARCB1 (unknown) COSM1090
TP53 (V203L, V157G) COSM44365, COSM43903
Uterine sarcoma MES-SA KIT (M541L, K546K) COSM28026, COSM21983
HRAS (H27H) COSM249860
CDKN2A (unknown) COSM12539
Ewing's sarcoma RD-ES APC (E1494fs*19) COSM19349
PDGFRA (S566_E571>K) COSM12417
PTEN (unknown) COSM5907
TP53 (R273C) COSM99933, COSM10659
SMARCB1 (unknown) COSM1090
HRAS (H27H) COSM249860
Osteosarcoma
Fibrosarcoma
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表 7. SRBアッセイのための各細胞の播腫数と 10 cmディッシュ当たりのおおよその細
胞数 
 
  
細胞株名 由来
播種数
(cells/well)
ディッシュ1枚
当たりの細胞数
（cells）
HT-1080 線維肉腫 1.25x104 1x107
SW684 繊維肉腫 2x104 8.5x106
GCT 巨細胞腫（線維性組織球腫） 1.5x104 7.88x106
SK-UT-1 平滑筋肉腫 1.25x104 1.26x107
SJCRH30 横紋筋肉腫 1x104 1.89x107
RD 横紋筋肉腫 1.25x104 1.1x107
HOS 骨肉腫 0.6x104 9.25x106
KHOS-240S 骨肉腫 0.4x104 3.6x106
Saos-2 骨肉腫 1.75x104 3.75x106
SW872 脂肪肉腫 7.5x103 3.6x106
SW982 滑膜肉腫様 2x104 9.75x106
SW1353 軟骨肉腫 1.25x104 1.16x107
MES-SA 子宮肉腫 1x104 1.5x107
RD-ES ユーイング肉腫 1.25x104 1.25x107
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表 8. 肉腫パネルによる SRB アッセイを実施した化合物とその作用機序およびその製
造会社 
（Oncotarget, 2018, 9 (80), 35141-61 の Table 2 より引用） 
  
Agents Manufacturer
Molecular targeted agents
ZSTK474 Pan-PI3K inhibitor Zenyaku Kogyo Co., Ltd.
Buparlisib (BKM120) Pan-PI3K inhibitor Novartis International AG
Pictilisib (GDC-0941) Pan-PI3K inhibitor Genentech inc.
Alpelisib (BYL719) PI3K-alpha specific inhibitor Novartis International AG
ZSTK534
ZSTK778
ZSTK1741
ZSTK2209
Linsitinib (OSI906) IGF-1R inhibitor OSI Pharmaceuticals, Inc.
Everolimus (RAD-001) mTOR inhibitor Novartis International AG
Selumetinib (AZD6244) MEK1/2 inhibitor AstraZeneca plc.
Vemurafenib BRAF (V600E) inhibitor Genentech inc.
Gefitinib EGFR inhibitor AstraZeneca plc.
Sorafenib Multikinase inhibitor Bayer AG & Onyx Pharmaceuticals Inc.
Pazopanib
Angiogenesis
(multi-kinase inhibitor)
Novartis International AG
Imatinib Bcr-Abl inhibitor Novartis International AG
Sunitinib Multikinase inhibitor Pfizer Inc.
Bortezomib Proteasome inhibitor The Takeda Oncology Company
(Millennium Pharmaceuticals, Inc.)
Chemotherapy agents
Doxorubicin Antineoplastic antibiotics Kyowa Hakko Kirin Co., Ltd.
Docetaxel Microtuble depolymerization Sanofi S. A.
Gemcitabine Cytosine analogue Eli Lilly and Company
Cisplatin DNA Alkylate Bristol-Myers Squibb Co.
Carboplatin DNA Alkylate Bristol-Myers Squibb Co.
Ifosfamide DNA Alkylate Baxter International Inc. etc.
Metabolites of ZSTK474 Zenyaku Kogyo Co., Ltd.
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表 9. 1 回目の ZSTK474 の SRB アッセイの結果と、2 回目の各化合物の SRB 試験結果 
の相関係数 
（Oncotarget, 2018, 9 (80), 35141-61 の Supplementary Table 2 より改変して引用） 
  
No r Chemical Name p value
1 0.939 ZSTK474 0.00001
2 0.921 ZSTK778 0.00001
3 0.907 ZSTK534 0.00001
4 0.888 GDC-0941 0.00001
5 0.867 ZSTK1741 0.00003
6 0.852 ZSTK778 0.00006
7 0.835 ZSTK534 0.0001
8 0.811 GDC-0941 0.0002
9 0.808 BKM-120 0.0003
10 0.801 BKM-120 0.0003
11 0.763 ZSTK1741 0.0009
12 0.696 Everolimus 0.004
13 0.676 ZSTK2209 0.006
14 0.635 ZSTK2209 0.011
15 0.628 BYL-719 0.012
16 0.624 BYL-719 0.013
17 0.609 Everolimus 0.016
18 0.47 Ifosfamide 0.077
19 0.464 Ifosfamide 0.081
20 0.38 Carboplatin 0.162
21 0.37 Carboplatin 0.174
22 0.253 Vemurafenib 0.362
23 0.219 Pazopanib hydrochloride 0.432
24 0.18 Linsitinib 0.522
25 0.174 Sunitinib malate salt 0.536
26 0.154 Linsitinib 0.584
27 0.13 Sunitinib malate salt 0.644
28 0.114 Docetaxel 0.686
29 0.072 Vemurafenib 0.799
30 0.027 Pazopanib hydrochloride 0.925
31 0.025 Sorafenib 0.929
32 0.001 Gefitinib 0.997
33 -0.03 Cisplatin 0.914
34 -0.031 Gefitinib 0.912
35 -0.106 Docetaxel 0.706
36 -0.138 Cisplatin 0.624
37 -0.178 Doxorubicin hydrochloride 0.527
38 -0.206 Doxorubicin hydrochloride 0.462
39 -0.223 Gemcitabine monoHCl 0.425
40 -0.225 Gemcitabine monoHCl 0.420
41 -0.227 Bortezomib 0.416
42 -0.284 Sorafenib 0.304
43 -0.448 Imatinib mesylate 0.094
44 -0.458 Selumetinib 0.086
45 -0.458 Bortezomib 0.086
46 -0.487 Selumetinib 0.066
47 -0.784 Imatinib mesylate 0.0005
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表 10. 各化合物の抗腫瘍活性とシグナル関連タンパク質の発現量との相関 
 
（Oncotarget, 2018, 9 (80), 35141-61 の Supplementary Table 3 より改変して引用） 
 
  
r p r p r p r p r p r p r p
ZSTK474 0.18 0.54 0.20 0.48 0.05 0.85 0.21 0.47 0.15 0.60 0.32 0.26 0.00 0.99
ZSTK778 0.13 0.67 0.12 0.68 -0.05 0.87 0.25 0.38 0.17 0.56 0.24 0.40 -0.09 0.77
ZSTK534 -0.08 0.78 0.01 0.98 -0.18 0.55 0.29 0.31 0.09 0.76 0.22 0.46 -0.12 0.67
ZSTK1741 0.02 0.93 0.04 0.90 -0.04 0.90 0.41 0.15 0.10 0.74 0.19 0.52 -0.05 0.85
ZSTK2209 -0.19 0.52 -0.24 0.41 0.04 0.90 0.30 0.30 0.36 0.20 0.24 0.40 0.37 0.20
Pictilisib 0.03 0.91 0.07 0.81 -0.18 0.54 0.33 0.26 0.21 0.46 0.18 0.55 -0.11 0.71
Buparlisib -0.16 0.59 -0.10 0.74 -0.07 0.82 0.41 0.14 0.05 0.88 -0.07 0.82 0.02 0.95
Alpelisib -0.44 0.11 -0.18 0.53 -0.11 0.70 0.55 0.04 0.41 0.15 -0.09 0.76 -0.10 0.74
Everolimus 0.02 0.94 -0.11 0.71 0.22 0.45 0.17 0.56 0.37 0.20 -0.12 0.67 0.03 0.91
Lisitinib -0.44 0.11 -0.48 0.09 -0.45 0.10 0.63 0.02 0.44 0.12 -0.39 0.17 -0.10 0.74
Selumetinib -0.32 0.26 -0.33 0.24 0.26 0.37 0.06 0.85 0.16 0.58 0.13 0.65 0.66 0.01
Vemurafenib -0.45 0.11 -0.33 0.25 0.51 0.07 -0.17 0.55 0.30 0.29 0.19 0.52 0.55 0.04
Gefitinib -0.32 0.26 -0.37 0.19 0.01 0.99 0.34 0.24 0.54 0.05 0.28 0.34 0.38 0.18
Sorafenib 0.00 1.00 0.04 0.90 0.22 0.46 0.31 0.28 0.00 0.70 -0.03 0.96 0.28 0.34
Imatinib -0.21 0.48 -0.43 0.12 0.05 0.85 -0.12 0.69 0.35 0.23 -0.57 0.03 -0.03 0.91
Sunitinib -0.46 0.10 -0.48 0.08 -0.09 0.75 0.42 0.13 0.37 0.19 0.08 0.79 0.19 0.51
Pazopanib -0.45 0.11 -0.70 0.01 0.07 0.82 0.03 0.91 0.33 0.25 -0.64 0.01 0.01 0.99
Bortezomib 0.19 0.51 -0.03 0.92 0.37 0.20 0.04 0.90 0.22 0.45 -0.11 0.70 0.38 0.18
Doxorubicin -0.31 0.28 -0.46 0.10 -0.11 0.70 0.28 0.33 0.26 0.37 -0.34 0.24 -0.10 0.75
Docetaxel -0.50 0.07 -0.63 0.01 -0.16 0.59 0.37 0.19 0.38 0.18 -0.16 0.60 0.18 0.55
Gemcitabin -0.37 0.19 -0.57 0.03 -0.01 0.98 0.22 0.45 0.22 0.46 -0.54 0.05 0.14 0.64
Cisplatin -0.03 0.91 -0.15 0.60 0.34 0.23 0.21 0.48 0.10 0.74 -0.38 0.18 0.11 0.70
Carboplatin 0.02 0.95 -0.11 0.72 0.29 0.32 0.29 0.31 0.42 0.13 0.10 0.75 0.30 0.30
Ifosfamide -0.11 0.71 -0.11 0.71 0.05 0.86 0.06 0.84 0.11 0.71 0.38 0.18 0.21 0.47
p-MEK1/2
(Ser217/221)
p-AKT
(Ser473)
p-AKT
(Thr308)
p-S6
(Ser235/236)
p-IGF-1R IGF-1R
p-ERK1/2
(Thr202/Tyr204)
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表 11. パゾパニブ塩酸塩の懸濁状態の検討 
 
 
  
溶媒 結果
DMSOで溶解後、0.5%HPMC-0.1% tween 80で希釈 DMSOで溶解せず。
5% HPMC
ヤマト糊に近い粘性。ピペットで吸引不可。
常温静置2日後に観察したところ、微細な点状結晶あり。
0.5% HPMC ゆるいゼリー状。
0.5% HPMC-0.1% tween 80 (文献の仕様）
透明になり溶解。
常温で5～10分後に、チューブ底部に白濁あり。
ピペッティングにより全体が懸濁状態になる。
50% EtOH-MilliQ水
溶解した。（ただし投薬するためにエタノール濃度を下げ
る必要がある）
25% EtOH-MilliQ水
100 mg/kg投与用の濃度であれば溶解したが、それ以
上では白濁。
オリーブオイル 懸濁可能だった。
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表 12. 免疫染色に使用した抗体の抗原、メーカー名、製品番号および希釈率のリスト 
 
 
  
抗原 メーカー Cat. No. 希釈率
phospho-S6 (Ser235/236) Cell signaling technology #4858 1:50
cleaved-PARP (Asp214) Cell signaling technology #5625 1:50
CD31 abcam ab28364 1:50
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表 13. 移植を検討した肉腫細胞株のリスト 
 
※RD細胞は組織片による移植の生着が安定しなかったため抗腫瘍効果を検討しなかっ
た。 
  
細胞株名 由来
HT-1080 線維肉腫
SW684 線維肉腫
GCT 巨細胞腫
SK-UT-1 平滑筋肉腫
SJCRH30 横紋筋肉腫
RD 横紋筋肉腫 ×※
HOS 骨肉腫
KHOS-240S 骨肉腫
Saos-2 骨肉腫
SW872 脂肪肉腫
SW982 滑膜肉腫
SW1353 軟骨肉腫
MES-SA 子宮肉腫
RD-ES ユーイング肉腫
×
×
〇
×
〇
×
×
×
×
腫瘍形成
〇
×
×
〇
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